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^= (57) Abstract: The invention relates to a method 

and device for parallel separation of a plurality of 
individual samples (29) in a 3-dimensiona] separation 
medium (6). The inventive method comprises 
the following steps: the separation medium (6) is 
contained in a first space (2) extending substantially 
over all three spatial coordinates; a plurality of 
individual samples (29) is disposed in the vicinity 
of a boundary surface of the first space (2), whereby 
the individual samples (29) are disposed in such a 
way that they substantially constitute a surface i.e. 
the respective centres of gravity thereof are described 
by two coordinates; the individual samples (29) can 
migrate through the separation medium under the 
influence of one or several physical variables in a 
manner which is substantially perpendicular to the 
surface of application, whmby they are separated 
according to one or several properties thereof, said 
physical variables being, for example, electric forces 
(electrophoresis), gravitation, diffusion, pressure and 
concentration gradients and osmosis or centrifugal 
forces; the individual samples (29) are detected in 
selected areas (8) inside or outside the separation 
medium (6) during the migration thereof (online 
detection), 3D data detection upon completion of 
migration being an alternative to online detection, 
whereby a corresponding 3D image detection method 
can be used; in the simplest case, the separation 
medium (6) is decomposed into segments which are 
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evaluated by means of a 2D detection method, whereby in this case the fractions of the samples are preparatively accessible; 
alternately or complementary to the image detection, a fraction collector can be arranged on a boundary surface of the separation 
medium (6). 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und Vorrichtung zum parallelen Auftrennen einer Vielzahl 
von Einzelproben (29) innerhalb eines 3-diniensionalen Separationsmediums (6), wobei die nachfolgenden Verfahrensschritte durch- 
laufen werden: In einem ersten Raum (2), der sich im wesentlichen iiber alle drei Raumkoordinaten erstreckt, ist das Separationsme- 
dium (6) enthalten. Eine Vielzahl von Einzelproben (29) wird in der Nahe einer Grenzflache des ersten Raumes (2) angeordnet, wobei 
die Einzelproben (29) im wesentlichen flachenmassig angeordnet werden, d.h. ihie jeweiligen Schwerpunktpositionen werden durch 
zwei Koordinaten beschrieben. Unter dem Einfluss von einer oder mehreren physikalischen GrSssen vermSgen die Einzelproben 
(29) im wesentlichen senkrecht zur Flache ihrer Auftragung durch das Separationsmedium (6) zu migrieren, wobei sie entsprechend 
einer oder mehrerer ihrer Eigenschaften aufgetrennt werden. Als physikalische GrOssen kommen zum Beispiel elektrische Krafte 
(Elektrophorese), Gravitation, Diffusion, Druck- und Konzentrationsgradienten sowie Osmose oder Zentrifugalkrafte in Betracht. 
Die Detektion der Einzelproben (29) erfolgt in ausgewahlten Bereichen (8) innerhalb oder ausserhalb des Separationsmediums (6) 
wahrend ihrer Migration (Online-Detektion). Altemativ zur Online-Detektion kann eine 3D-Datenaufnahme nach Abschluss der 
Migration erfolgen. Dazu kann ein entsprechendes 3D-Bildaufiiahmeverfahren verwendet werden. Im einfachsten Fall wird das 
Separationsmedium (6) in Scheiben zerlegt, die dann durch ein 2D-Aufiiahmeverfahren ausgewertet werden. In diesem Fall sind die 
Fraktionen derProben auch praparativ zuganglich. Erganzend oder altemativ zur Bildaufhahme kann ein Fraktionssammler an einer 
Grenzflache des Separationsmediums (6) angebracht werden. 
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Verfahren und Vorrichtung zur Parallelanalyse von Bio-Molekulen 



Die Auftrennxing (Fraktionierung) eines Stoffgemisches nach einem oder mehreren 
physikalischen oder chemischen Parametem der einzelnen Substanzen hat allgemein als 

10 Analyseverfahren in der Chemie und Biotechnologie einen hohen Stellenwert. Eine 
Technik der Auftrermung besteht darin, das Stoffgemisch (Probe), beeinfluBt durch 
physikalische oder chemische Parameter, durch ein geeignetes Separationsmedium 
wandem zu lassen. Dabei werden die einzelnen Substanzen durch Wechselwirkungen mit 
dem Separationsmedium entsprechend ihren Eigenschaften aufgetrennt und iiegen 

15 anschlieBend als einzelne Fraktionen vor. Als geeignete Parameter kommen zum Beispiel 
elektrische Krafte, Druck, Zentrifugalkrafte, Gravitation und osmotische Rrafte, Diffusion, 
Siebeffekte, AusschluB, Van-der-Waals-Krafte, pH-Wert-Gradienten zum Einsatz. Das 
Separationsmedium kann je nach Anwendung sowohl fest, flussig als auch koUoid 
vorliegen. Aus dem unterschiedlichen Wanderungsverhalten der einzelnen Fraktionen 

20 lassen sich im allgemeinen Ruckschlusse auf ihre Eigenschaften ziehen. Im Falle einer 
qualitativen Analyse des Stoffgemisches werden nur die relevanten Eigenschaften der 
Fraktionen wahrend oder nach der Separation gemessen und aufgezeichnet und die 
Fraktionen selbst verworfen. Im Falle einer quantitativen Analyse werden die 
Mengenanteile der einzelnen Fraktionen am Stoffgemisch wahrend oder nach der 

25 Separation bestimmt. Im Falle einer praparativen Trennung werden die einzelnen 
Fraktionen aufgefangen und stehen somit zur weiteren Verarbeitung oder Analyse zur 
Verfiigung. 

Die bisher eingesetzten Techniken sind beschrankt auf die Auftrennung des 
30 Stoffgemisches ' in einem im wesentlichen eindimensional (im folgenden als ID- 
Aufitrennverfahren bezeichnet) oder zweidimensional (im folgenden als 2D- 
Auflrennverfahren bezeichnet) ausgefuhrten Separationsmedium: 

Bei ID-Auftrennverfahren wird eine einzelne Probe im wesentlichen punktuell an der 
35 Offnung eines (Kapillar-)R6hrchens plaziert, welches das Separationsmedium enthalt und 
in 
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diesem aufgetrennt. Zur gleichzeitigen Auftrennimg von mehreren Proben wird eine 
entsprechende Anzahl von (Kapillar-)R6hrchen benotigt. Beispiele hierftir sind die 
Kapillar-Gel-Elektrophorese zur DNA-Analyse sowie das Hochdruck-Flussigkeits- 
Chromatografie(HPLC-)Verfahren. 

5 

Bei 2D-Auftrennverfahren sind mehrere Einzelproben zueinander benachbart in einer 
linearen Reihe (eindimensional) angeordnet. Sie durchlaufen das im wesentlichen 
zweidimensional (als flSchige Schicht) vorliegende Separationsmedium in mehreren 
parallelen nebeneinander liegenden Mikrationsbahnen. Die Anzahl der mit dieser 
10 zweidimensionalen Anordnung gleichzeitig auftrennbaren Proben ist durch die Anzahl der 
Bahnen im Separationsmedium gegeben. Beispiele hierfur sind die Polyacrylamid-Gel- 
Elektrophorese (PAGE) zur DNA-Sequenzierung sowie die 2D-Gel-Eiektrophorese zur 
Proteinanalyse. 

15 Bei ID- und 2D-Auftrennverfahren ist geometrisch bedingt die Oberflache des 
Separationsmediums groB gegeniiber seinem Volumen. Deshalb werden viele Nachteile 
der ID- vind 2D-Auftrennverfahren durch Randeffekte an den Oberflachen des 
Separationsmediimis bzw. den das Separationsmediimi umgebenden Begrenzungsflachen 
verursacht. Beispiele fur Ursachen dieser Randeffekte sind Wechselwirkimgen der 

20 Probenfraktionen oder des Separationsmediums mit den umgebenden Begrenzungsflachen 
sowie thermische Effekte. 

Beim ID-Auftrennverfahren besteht z.B. das Problem, das dafur eingesetzte Kapillar- 
ROhrchen aufgrund Ihres geringen Durchmessers (In der Regel einige Zehntel mm) durch 
25 Anhafhmg der Proben an den Innenwanden der Kapillar-Rohrchen zum Verstopfen neigen. 
Die Kapillare wird dadurch zur weiteren Verwendung unbrauchbar. Aus dem gleichen 
Grund ist das Einbringen des Separationsmediums nicht einfach. Weiterhin konnen hierbei 
oder wahrend der Separation entstehende Blasen die Kapillare blockieren. 

30 Ein ebenfalls auf Randeffekten beruhender Nachteil des ID- bzw. 2D-Auf^rennverfahrens 
liegt darin, daB sich aufgrund unterschiedlicher Migrationszeiten der Proben im Zentrum 
des Separationsmediimis verglichen mit den Randbereichen, ein Aufweiten der Banden 
weiter einstellen kann (sogenannter Smilling-Effekt). Eine VergroBerung der Bandenbreite 
verringert jedoch die TrennschSrfe der Analyse. Dieser Effekt wird durch 

35 Wechselwirkungen zwischen den Proben und der Oberflache verursacht, welche das 
Separationsmedium umgibt und aufhimmt sowie im Falle der elektrophoretischen 
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Auftrennung durch thermisch bedingte Inhomogenitaten der Viskositat des 
Separationsmediums und durch elektroosmotische Effekte an seinen Begrenzungsflachen. 

Wahrend bei ublichen ID-Auftrennverfahren eine Vielzahl einzelner Kapillar-Rohrchen 
5 einzeln zu befullen sind, wird bei einigen gangigen 2D-Auftrennverfahren das 
Separationsmedium, z.B. ein Gel, zwischen zwei Glasscheiben einer Gel-Kassette 
eingebracht. In beiden Fallen mussen sowohl die Kapillar-Rohrchen als auch die das 
Separationsmedium umgebenden Glasscheiben aufierst rein sei, um die oben angefuhrten 
Randeffekte zu minimieren. Femer besteht das Risiko, dali es beim Befullen oder wahrend 
10 des Trennvorganges im Separationsmedium zur Bildung von Blasen kommt. 

Ein gemeinsamer Nachteil beider skizzierten Auftrennverfahren liegt darin, daB die Zahl 
der gleichzeitig analysierten Proben (maximal einige 100) relativ gering ist. 

15 Zur Losung oder zur Umgehung der oben aufgefuhrten Probleme wurde eine Vielzahl von 
Techniken vorgeschlagen imd Verfahren ausgearbeitet. Die im folgenden angefuhrten 
Veroffentlichungen umschreiben den Stand der Technik und zeigen weitere ftir die 
Beschreibung des vorgeschlagenen Verfahrens bedeutende Aspekte. 

20 US 5,051,162 bezieht sich auf eine Trenn-Vorrichtung nach dem Elektrophorese- 
Verfahren kombiniert mit einem Fluoreszenzdetektor und auf einen diesem zugeordneten 
Probenbehalter. Das ElektrophoresegerSt enthalt eine Anzahl von in plattenformiger Form 
vorliegenden Gelschichten, die im wesentlichen parallel zueinander angeordnet sind, 
wobei diese plattenformigen (im wesentlichen zweidimensionalen) Gelschichten eine 

25 Vielzahl von Wandenmgslinien darstellen, entlang welcher Probenfraktionen, die zuvor 
markiert wurden, von oberen Enden zu unteren Enden der plattenformigen Gelschichten zu 
wandem vermogen. Es ist ein oberer Pufferbehalter vorgesehen, der eine Pufferlosimg 
enthalt, die in Kontakt mit den oberen Enden der plattenformigen Gelschichten steht. 
Darunter befindet sich ein weiterer Pufferbehalter, welcher ebenfalls eine Pufferlosung 

30 enthalt, die mit den unteren Enden der plattenformigen Gelschichten in Verbindung steht. 
Es sind Vorrichtungen vorhanden zur Erzeugung eines elektrischen Potentials zwischen 
der Pufferlosung im besagten oberen Pufferbehalter und der Pufferlosung, welche im 
unteren Behalter enthalten ist. Dadurch wirkt eine elektrophoretische Kraft auf die 
Probenfraktionen und bewirkt deren Wanderung entlang der Migrationslinien. Es sind 

35 Anregungseinrichtungen zur Fluoreszenz-Anregung der entsprechend markierten 
Probenfraktionen vorgesehen. Die Fraktionen wandem auf den besagten Migrationslinien 
in den plattenformigen Gelschichten. Es sind Einrichtungen zur individuellen und 
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gleichzeitigen Detektion von Fluoreszenzlicht vorgesehen, welches von den 
Probenfraktionen, die markiert sind und sich in den besagten Migrationslinien bewegen, 
emittiert wird, wobei das Fluoreszenzlicht an den imteren Enden der plattenformigen 
Gelschichten ausgestrahlt wird. 

5 

Die Veroffentlichung "Gene Expression Analysis by massively parallel signature 
sequencing (MPSS) on microbead arrays", Sidney Brenner, Maria Johnson, John 
Bridgham, George Golda, David H. Lloyd, Davida Johnson, Shujun Luo, Sarah McCurdy, 
Michael Foy, Mark Ewan et aL aus Nature Biotechnology Vol. 18, Juni 2000, Seiten 630 

10 bis 634 beschreibt ein Verfahren zur Parallelanalyse einer groBen Anzahl von Sequenzen. 
Ein System, wie in diesem Artikel veroffentlicht, umfasst eine auf einen Peltierelement 
montierte Durchflusszelle, die unterhalb eines konfokalen Mikroskops angeordnet ist. Dem 
konfokalen Mikroskop ist ein Filter sowie eine CCD-Kamera nachgeordnet, welche 
ihrerseits mit einem Rechner verbunden ist. Uber eine Reagenzienpumpe und ein mit 

15 dieser in Verbindung stehendes Reservoir und einem Ventilblock wird der Durchfluss des 
Probenmaterials durch eine auf dem Peltierblock vorgesehene Durchflusszelle realisiert. 
Diese Publikation beschreibt u.a die Anordnung von Partikeln in einer Ebene mit Hilfe 
eines Fluoreszenz-aktivierten Durchfluss-Cytometers (FACS-Gerat) imd ist deshalb 
relevant fur den in der vorliegenden Patentanmeldung beschriebenen Bereich 

20 Probenladung. 

Aus der Veroffentlichxmg "Effect of gelation conditions on the gel structure and resolving 
power of agarose-based DNA sequencing gels" , Noriko Kusukawa, Mikhail V. Ostrovsky, 
Mark M. Gamer, in Elektrophoresis 1999, Vol. 20, Seite 1455 bis 1460 werden die 

25 Bedingungen untersucht, unter denen Agarose-Gele, die zur DNA-Sequenzierung 
eingesetzt werden, gelatinieren. Die verwendeten Gele werden sowohl einer rapiden 
Abkuhlung als auch einer allmahlichen Abkiihlimg ausgesetzt. Mittels eines 
Elektronenmikroskopes vorgenommene Analysen belegen, daB die schnell abgekiihlten 
Gele eine homogene Porenstrukturen mit einer kleinen durchschnittlichen PorengroBe 

30 aufsveisen, gegeniiber solchen Gelen, die langsam abgekuhlt werden und eine wesentlich 
groBere durchschnittliche PorengroBe aufweisen. AuBerdem sind die rasch abgekiihlten 
Gele optisch transparenter. Die Photodetektion der Proben ist daher einfacher. 

Angesichts der aus dem Stande der Technik aufgezeigten Losungen liegt der Erfindung die 
35 Aufgabe zugrunde, ein Verfahren und eine Vorrichtung anzugeben, mit welchen eine mit 
einer hohen Durchsatzrate erfolgende Auftrennving von Stofifgemischen, z.B. Gemische 
von Biomolekulen, DNA-Fragmenten, Proteinen oder dergleichen erfolgen kann und eine 
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gleichzeitige (On-line) oder anschliefiende Detektion sowie erganzend oder altemativ eine 
qualitative, quantitative und praparative Analyse ermdglicht wird. 

5 ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe durch die Merkmale der Patentanspriiche 1 und 41 
gelQst. 

Mit dem erfindungsgemali vorgeschlagenen Verfahren und der zur Durchfuhrung dieses 

10 Verfahrens vorgeschlagenen Vorrichtung laBt sich eine drei-dimensionale Auftrennung 
und damit eine Analyse von bis zu 1 0"^ Proben in paralleler Abarbeitung durchfuhren. Eine 
dreidimensionale Auftrennung ist im Gegensatz zu den oben beschriebenen ein- und 
zweidimensionalen Separationen gekennzeichnet durch die Auftrennung in einem 
Separationsmedium, welches sich im wesentlichen iiber drei Dimensionen erstreckt, femer 

15 dadurch, daU die aufzutrennenden Proben dem Separationsmedium zweidimensional 
angeordnet zugefiihrt werden. Das erfindungsgemaB vorgeschlagene Verfahren zeichnet 
sich insbesondere durch eine sehr einfache Handhabung hinsichtlich der Zufiihr der zu 
analysierenden Probengemische aus. Dazu konnen beispielsweise DNA- 
Sequenzierungsreaktionen auf einem zweidimensionalen, also im wesentlichen flachigen 

20 Trager durchgefiihrt werden, welcher dann der Vorrichtung zur Auftrennung der 
Einzelproben zugefiihrt wird. Bei der Gen-Expressionsanalyse durch das "Ansequenzieren" 
der exprimierten Gene kann der Nutzer von alien Vorteilen des SAGE- Verfahrens 
profitieren, spart sich jedoch arbeitsaufwendige Schritte bei der Probenvorbereitung. Mit 
dem erfindimgsgemSfien Verfahren einer 3 -dimensional erfolgenden Auftrennung von 

25 Einzelproben konnen diese hinsichtlich dreier unterschiedlicher und unabhangiger 
Parameter analysiert werden. Als Parameter seien beispielhaft der pH-Wert, die GroBe und 
die Hydrophobizitat (bzw. Solubilitat) der einzelnen Proben genaimt. 

Beim erfindungsgemaB vorgeschlagenen Verfahren einer Auftrennung in einem drei- 
30 dimensionalen Separationsmediimi halt sich die Mehrzahl der Proben nicht in dessen 

Randbereich auf, so daB die im Zusammenhang mit 1 -dimensional bzw. 2-dimensional 

durchgefiihrten Auftrennverfahren durch Randeffekte verursachte Probleme, z.B. 

hinsichtlich einer Aufsveitung der Banden (Smiling-Effekt), nicht auftreten konnen. 

Insbesondere imterbleibt das dem ein-dimensionalen Auftrennverfahren innewohnende 
35 Verstopfen von Kapillarrohrchen vollstandig. Hinsichtlich der Handhabung bietet das 

erfindungsgemaB vorgeschlagene Verfahren den nicht unerheblichen Vorteil, deiB nimmehr 

ein Beftillen einzelner Kapillarrohrchen - wie beim 1 -dimensionalen Auftrennverfahren 
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ublich - entfallen kann. Femer sind an das Geschick der Handhabimgspersonen im 
Vergleich zum Einfiihren des Separationsmedimns zwischen zwei Glasplatten - wie bei 
einigen iiblichen zweidimensionalen Auftrennverfahren erforderlich - geringere 
Anforderungen zu stellen, da gemafi des erfindungsgemafi vorgeschlagenen Verfahrens das 
5 Separationsmedium in einen im wesentlichen zylinderformigen Behalter eingegossen wird. 
Ausserdem steht beim dreidimensionalen Auftrennverfahren ein wesentlich groBeres 
Volumen an Separationsmedium zur Verfugimg, in welchem die Auftrennung einer 
Vielzahl von Proben in paralleler Abarbeitung gleichzeitig erfolgen kann. 

10 Die zur Herbeifuhrung einer Migration der Proben durch das Separationsmedium 
erforderlichen Krafte konnen physikaiischer oder chemischer Natur sein. Als Beispiele 
seien elektrische Krafte, Gravitation, Zentrifiigalkrafte, oder durch Diffusion, Druck- und 
Konzentrationsgradienten sowie durch Osmose entstehende Krafte angefiihrt, die einzeln 
oder in Kombination auf die Proben wirken konnen. 

15 

Elektrophorese 

Ein bevorzugter Weg des erfindungsgemafi vorgeschlagenen dreidimensionalen 
20 Separationsverfahrens bedient sich einer durch ein elektrisches Feld auf die Proben 
ausgeubten Kraft, um deren Migration durch das Separationsmedium zu bewirken. Hierzu 
sind die Proben im allgemeinen elektrisch geladen; der Separationsvorgang wird als 
Elektrophorese bezeichnet. Aufgrund unterschiedlicher Ladimg und Masse bewegen sich 
die Proben-Molekille mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten durch das 
25 Separationsmedium. Meistens wird die relative Beweglichkeit einer Substanz bezogen auf 
einen mitaufgetrennten Standard angegeben. Dadurch lassen sich nicht nur Stoffe 
auftreimen, sondem auch durch ihr Wanderungs-Verhalten naher charakterisieren. 

Im Rahmen des erfindxmgsgemafi vorgeschlagenen Verfahrens und der Vorrichtimg lassen 
30 sich zur Separation nach dem Elektrophoreseprinzip alle bekannten Techniken nutzen. 
Man unterscheidet elektrophoretische Trennmethoden in freier Losung (Wandemde- 
Grenzschichten-Elektrophorese, kontinuierliche tragerfreie Elektrophorese, Kapillar- 
Elektrophorese) von der Auftrennung in stabilisierenden Medien, wie z.B. Agarose-Gele 
oder Polyacrylamid-Gele. 



35 
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Das Trennprinzip der Elektrophorese hat als Analyseverfahren in der Biotechnologie 
bereits einen hohen Stellenwert erreicht, da der Trennmechanismus beinahe universell 
einsetzbar ist. So z.B. lassen sich EiweiBe, Aminosauren, Peptide, Blutplasmaproteine, 
Vitamine, Enzyme, Zellen und Zellbestandteile auftrennen; zudem handelt es sich um ein 
5 sehr schonendes Verfahren, d.h. die Proben stehen im allgemeinen nach dem 
Trennvorgang fiir weitere praparative oder analytische Schritte zur Verfugung. 

Joule 'sche Warme 

10 Ein Charakteristikum der Elektrophorese ist der durch das Separationsmedium auftretende 
StromfluB und die damit verbundene Umsetzung von elektrischer Energie in Warme. Diese 
wird als Joule 'sche Warme bezeichnet; sie wird innerhalb des vom elektrischen StromfluB 
durchsetzten Mediums, in diesem Fall innerhalb des Separationsmediums, frei und bewirkt 
in diesem einen Temperaturanstieg. Dieser wurde einerseits eine Zersetzung der Proben 

15 und andererseits eine Veranderung der Trenneigenschaften des Separationsmediums und 
letztlich dessen Zersetzung bewirken. Schon vor der eigentlichen Zersetzimg des 
Separationsmediums kommt es im allgemeinen zu einer temperaturabhSngigen 
Veranderung seiner elektrischen Leitfahigkeit imd Viskositat. Dies ist eine der 
hauptsachlichen Ursachen fur den oben angefuhrten Effekt der Bandenverbreiterung 

20 (Smiling-Effekt) und die Abweichimgen der Migrationsbahnen vom gewunschten 
(parallelen) Verlauf. Bei alien Elektrophorese-Trennverfahren muB deshalb dafiir Sorge 
getragen werden, daB die Joule 'sche Warme aus dem Separationsmedium abgefiihrt wird, 
um einen ubermaBigen Temperaturanstieg in diesem zu verhindem, Bei der 
Thermostatisierung des Trennaufbaus kommt es dabei nicht nur auf die insgesamt 

25 abzufuhrende Warmeleistung an, sondem auch auf die Schaffung bzw. Einhaltung eines 
spezifischen Temperaturprofils innerhalb des Separationsmediums. Je nach Trermverfahren 
ist die Einhaltung eines vorgegebenen Temperaturverlaufs im Separationsmedium mehr 
oder weniger kritisch fur die erzielbare Trermscharfe und die entsprechenden zur 
Thermostatisierung notv^endigen MaBnahmen mehr oder w^eniger aufwendig. 

30 

Temperaturprofil 

Mittels des erfindungsgemaB vorgeschlagenen Elektrophorese-Verfahrens und der 
zugehorigen Vorrichtimg lassen sich die einzelnen Migrationsbahnen der Proben durch das 
35 Separationsmedium durch thermische Isolation des Separationsvolumens, in radiale 
Richtung gesehen, parallel zur Hochachse des Analysehohlraxmies halten. Dazu kann ein, 
den ersten Raum umschlieBenden, zweiter Raum ein Medium enthalten, welches als 
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thermische Isolation fur den ersten Raum dienen kann. Da idealerweise kein 
Warmetransport in radialer Richtung uber die Begrenzungswandung des ersten Raumes in 
die Umgebung erfolgt, kann die beim Elektrophorese-Verfahren entstehende Joule 'sche 
Warme ausschliefilich iiber die Stimseiten einer zur Durchfuhrung des erfindungsgemaB 
5 vorgeschlagenen Verfahrens geeigneten Vorrichtung abgefuhrt werden. 

Unter den idealisierenden Annahmen, daB ein Warmeaustausch nur durch Warmeleitung 
erfolgt und weiterhin, daB ein homogener Warmeumsatz im Separationsmedium 
stattfindet, stellt sich im Analysehohlraum ein Temperaturprofil gemaB folgender 
quadratischer Funktion ein: 

10 

T(z) = Tmax - az^ 

Wegen der oben genannten, vereinfachenden Annahmen gilt obige Formel nur in grober 
Naherung, da in der Realitat noch andere Mechanismen des Warmeaustausches (z.B durch 

15 Strahlung) vorliegen. AuBerdem ist der Joule 'sche Warmeumsatz nicht homogen, unter 
anderem bedingt durch die inhomogene Temperatur entlang der z-Achse, die uber die 
elektrolytische Leitfahigkeit die elektrischen Feldparameter beeinfluBt. 
Im inneren Zentralbereich des ersten Raumes und in dessen Peripheriebereich herrscht 
jedoch im wesentlichen gleiche Temperatur, mit anderen Worten, es liegt kein Temperatur- 

20 Gradient in radialer (r-) Richtung vor. Das identische Temperaturprofil entlang der 
Hochachse (z-Achse) im Inneren des Raumes und an dessen Randbereichen bewirkt eine in 
radialer Richtung des ersten Raumes gesehen isotrope Gelviskositat und gewahrleistet 
gleichmaBige lonenmobilitat. Die sich in dem ersten Raum einstellenden elektrischen 
Feldlinien imd Migrationsbahnen der Proben von einer Elektrode zur gegentiberliegenden 

25 Elektrode verlaufen dann parallel zur z-Achse, d.h. der Hochachse des ersten Raumes ohne 
Auslenkung in radiale Richtung. 

GemaB des erfindungsgemaB vorgeschlagenen Elektrophorese-Verfahrens entspricht das 
Temperaturprofil im Separationsmedium parallel zu seiner Hochachse (z-Achse) in dessen 

30 Randbereich dem Temperaturprofil im Zentralbereich, Dadurch ist eine Auslenkung, d.h. 
eine Krummung der Migrationsbahnen aufgrund von Temperatureinflussen 
ausgeschlossen. Die Ausbildung der von der Proben-Ladeflache ausgehend streng parallel 
zur Z-Achse verlaufenden Migrationsbahnen der Einzelproben kann dadurch unterstutzt 
werden, daB im ersten Raum, sowie gegebenenfalls im diesen umgebenden zweiten Raum, 

35 an der jeweiligen Oberflache mit dem Fiachennormal senkrecht zur 
Probenmigrationsrichtung mittels einer Temperier- Vorrichtung entlang der 
Probenmigrationsrichtung ein Temperaturprofil erzeugt und aufrechterhalten wird, welches 
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im wesentlichen demjenigen Temperaturprofil entlang der Probenmigrationsrichtung im 
Zentrum des ersten Raumes entspricht. 

Zur Beibehaltung einer Temperaturverteilung, die im wesentlichen von einer senkrecht zur 
Probenmigrationsrichtung verlaufenden Koordinate unabhtogig ist, kann der erste Raum, 
5 und gegebenenfalls der ihn umgebende zweite Raimi, gegen einen Warmeflufi senkrecht 
zur Probenmigrationsrichtung thermisch isoliert werden. 

Ebenso kann im ersten Raimi, und gegebenenfalls im diesen umgebenden zweiten Raum, 
an deren jeweiligen Stimflachen - bei zylinderformiger Ausbildung - mit dem 
10 Flachennormal in oder gegen die Probenmigrationsrichtung, mittels einer Temperier- 
Vorrichtimg die elektrisch umgesetzte Joule'sche Warme abgefuhrt werden. 

Nach dem erfindungsgemaB vorgeschlagenen Elektrophorese-Verfahren sind dem 
Trennaufbau Elektrodenelemente, die zimi Beispiel platten- oder ringformig konfiguriert 
15 sein konnen, derart zugeordnet, daB bei Anlegen einer elektrischen Spannung an diesen die 
(elektrisch geladenen) Einzelproben im wesentlichen in Richtung der Hochachse der 
Separationsvorrichtung migrieren. 

Der zweite Raum kann von einem weiteren Raum umgeben sein oder in mit diesem in 

20 Verbindung stehen, in welchem ein L5sungsmittel, wie zum Beispiel ein Elektrolyt oder 
ein Pufifermedium enthalten ist, welches mit den Stimseiten des im wesentlichen 
zylinderfbrmig angeordneten Trennaufbaus in Kontakt steht. Ein Einstellen bzw. 
Aufrechterhalten gewiinschter elektrischer, chemischer, und physikalischer Eigenschaften 
des Separationsmediums und des die Elektroden umgebenden LSsungsmittels kann 

25 dadurch begiinstigt werden, daB das im weiteren Raum enthaltene Losungsmittel, sei es ein 
Elektrolyt, sei es ein Puffermedium, zwischen den Elektrodenelementen umgewalzt wird. 
In vorteilhafter Weise kann mit einer Umwalzung eine Warmeabfuhr uber die Stimflachen 
des ersten Raumes, sowie gegebenenfalls des zweiten Raumes, verbunden werden. Eine 
Umwalzung des Puffermediums geschieht in vorteilhafter Weise in radialer Richtung, 

30 entweder vom Zentrum in den Peripheriebereich oder entgegengesetzt, und kann mittels 
einer Umwalzeinrichtung (Pumpe) stattfmden. In vorteilhafter Weise entsprechen die 
beispielsweise elektrischen Eigenschaften - oder auch andere physikalische und chemische 
Eigenschaften - des L5sungsmittels denen des im ersten Raum aufgenommenen 
Separationsmediums. Der weitere Raum kann zur Verbesserung eines lonenaustausches 

35 mit einem extemen Reservoir in Verbindung stehen. 
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Das bei dem erfindungsgemaB vorgeschlagenen Verfahren eingesetzte Separationsmedium 
ist im Falle der elektrophoretischen Auftrennung innerhalb des ersten Raumes derart 
aufgenommen, daB sich ein Verhaltnis seiner radialen Erstreckung zu seiner 
Langsausdehnung von > 0,2, vorzugsweise > 0,3, besonders bevorzugt groBer >0,5 
5 einstellt. 

Das Separationsmedium kann je nach Anwendimg sowohl fest, flussig als auch koUoid 
vorliegen; es kann sich imi ein transpeirentes oder ein nicht transparentes 
Separationsmedivim handeln. Als Beispiele fur Separationsmedien seien Polyacrylamid, 
10 Agarose oder auch Hydroxy Icellulose genannt. Abhangig vom eingesetzten 
Separationsmedium ist vorzugsweise ein Medium als Puffermedium einzusetzen, dessen 
physikalische, elektrische und chemische Eigenschaften denjenigen des ausgewahlten 
Separationsmediums moglichst nahe kommen. 

15 

Probenauftrag 

Der Probenauftrag kann durch Einbringen einer zweidimensionalen Schicht (Probenplatte) 
erfolgen, in oder auf der die Einzelproben im wesentlichen flachenmaBig zweidimensional 

20 angeordnet werden. Eine solche Probenplatte zur Aufnahme von Proben kaim in die 
Separationsschicht selbst integriert sein. Die Einzelproben kOnnen sich ortlich fixiert in 
oder auf einem Tragermaterial oder auf im wesentlichen 2-dimensionalen Anordnungen 
von pxmktformigen Erhebungen oder Vertiefimgen befinden, z.B. aufgebracht durch Arrays 
von Pins, Mikroelektroden, Hohlkorpem, Pipetten, Tips. Die eingesetzten Probenplatten 

25 xunfassen bevorzugt ein poroses Tragermaterial. Die Einzelproben des jeweiligen 
Probenauftrags konnen auch zum Beispiel durch elektrische oder magnetische Krafte auf 
der Probenplatte lokalisierbar sein. Ebenfalls kOnnen die Proben auch direkt auf das 
Separationsmedium, z.B. in an einer seiner Grenzflachen befindlichen, regelmaCig 
angeordneten Vertiefimgen aufgetragen werden. In diesem Fall stellt ein Teil des 

30 Separationsmediums selbst die Probenplatte dar. In der Regel stellen Probenplatten jedoch 
eigenstandige Vorrichtungen zur Handhabung der Proben dar. 

An den Einzelproben konnen vor dem Separationsvorgang chemische Reaktionen oder 
physikalische Behandlungen oder Messungen vorgenommen werden. Dies geschieht 
35 vorzugsweise in oder auf der Probenplatte, oder in einer Vorrichtung, von der die 
Einzelproben auf die Probenplatte ubertragen werden kdnnen. Beispielsweise konnen die 
Einzelproben aus einzelnen Molektilen oder aus einer Vielzahl gleichartiger Molekule 
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amplifiziert werden, wozu beispielsweise neben dem PCR-Verfahren auch das Klonen und 
eine anschlieBende selektive Vermehrung eingesetzt werden kann. In gleicher Weise lassen 
sich auch der Separation vorangehende Reaktionen (z.B, DNA-Sequenzierungsreaktionen) 
durchfuhren. 

5 

Eine zweidimensionale Verteilung der Einzelproben auf der Probenplatte, oder einer 
Vorrichtung, aus der die Einzelproben auf die Probenplatte ubertragen werden konnen, 
kann beispielsweise durch einen Cell Sorter oder einen fluoreszenz-aktivierten Cell Sorter 
(FACS) erfolgen. Die Einzelproben k5nnen dazu beispielsweise an oder in Partikeln 

10 vorliegen, vorzugsweise in Wirtsorganismen, z.B.Hefen, Bakterien oder sogenannten 
Kompetenten Zellen. Dabei werden die Partikel, aufgrund jeweils gemessener 
physikalischer oder chemischer Eigenschaften verteilt. Die physikalischen Eigenschaften 
konnen zum Beispiel die Intensitat oder Welleniange von abgestrahltem Fluoreszenzlicht 
sein. Die zweidimensionale Verteilung der Einzelproben auf der Probenplatte erfolgt 

15 derart, daB der Abstand zwischen benachbarten Einzelproben einen Mindestabstand nicht 
unterschreiten. Der Mindestabstand ist im wesentlichen abhangig von der Art der 
Separation und den Proben und muB so gewahlt werden, daR die unabhangige Auftrennung 
und Detektion der Eizelproben gewahrleistet ist. Der Verteilung von Partikeln, z.B. 
Kompetenten Zellen, konnen Amplifizierungsschritte folgen. Von hoher praktischer 

20 Bedeutung ist in diesem Zusammenhang das Aussortieren und Verteilen von Organismen, 
die einen zu sequenzierenden DNA-Abschnitt (Insert) tragen. Bei konventionellen 
Sequenzierungstechniken wird aufgrund einer Farbanderung des Organismus auf die 
Prasenz eines solchen DNA-Abschnittes (Insert) geschlossen. Dazu wird der Organismus 
durch gezielte Manipulation seiner DNA zur Bildung eines Farbstoffes veranlaJJt. In 

25 Organismen, die ein Insert tragen, ist durch dieses die Bildung des Farbstoffes gestort. Die 
Manipulation der DNA des Organismus kann so modifiziert werden, daB der gebildete 
Farbstoff, z.B. GFP (=Green Fluorescent Protein), bzw. die Farbanderung, von einem 
Fluoreszenz-Aktivierten Cell Sorter (FACS-Gerat) erfaBt werden kann und somit als 
Kriterium zur automatischen Sortierung bzw. Verteilung von Organismen auf der 

30 Probenplatte dienen kann. Der Probenverteilung aufgrund gemessener Eigenschaften 
konnen weitere chemische Reaktionen oder physikalische Behandlungsschritte, z.B. 
Sequenzierungs-Reaktionen, vorzugsweise in der Probenplatte, folgen. 



35 
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Separation nach 3 Parametern 

Die Einzelprobenprapeiration des jeweiligen Probenauftrages kann derart erfolgen, daB 
5 zunachst in einem im wesentlichen zweidimensionalen Separationsmedium mehrere 
Proben in paralleler Abarbeitung nach einem Parameter aufgetrennt werden. Das 
zweidimensionale Trennmedium wird dann, die aufgetrennten Probenfraktionen 
enthaltend, als Probenplatte mit einer Grenzflache des dreidimensionaien 
Separationsmediums in Kontakt gebracht. Die in dem zweidimensionalen 

10 Separationsmedium enthaltenen Proben konnen dann dxirch Migration in eine Richtung, 
die im wesentlichen senkrecht zu ihrer ursprunglichen Laufrichtung orientiert ist, in dem 
dreidimensionaien Separationsmedivmi nach einem weiteren Parameter aufgetrennt 
werden. Der Auftrennung durch das zweidimensionale Separationsmedium kann auBerdem 
eine Vorseparation in einem eindimensionalen Separationsmedium vorangestellt werden, 

15 so dafi mit dem erfindungsgemaB vorgeschlagenen Verfahren eine Auftrennimg von 
Proben nach insgesamt drei unabhangigen Parametern erzielt werden kann. Altemativ 
konnen anstelle des zweidimensionalen Separationsmediums mehrere eindimensionale 
Separationsmedien mit darin enthaltenen, vorseparierten Probenfraktionen in im 
wesentlichen paralleler Anordnung als Probenplatte mit der Grenzflache des 

20 dreidimensionaien Separationsmediums in Kontakt gebracht werden und die Proben in 
diesem aufgetrennt werden. Auf diese Weise ermoglicht das erfindungsgemaB 
vorgeschlagene Verfahren die Auftrennung von Proben nach nur zwei Parametern, jedoch 
in paralleler Abarbeitungsweise mit hohem Durchsatz. Zwischen den einzelnen 
Separationsschritten kann jeweils eine Detektion der Proben durch entsprechende 

25 Verfahren erfolgen und erganzend oder altemativ eine chemische oder physikalische 
Behandlimg des Separationsmediums und/oder der Proben erfolgen. Gegebenenfalls 
konnen auBerdem einzelne Probenfreiktionen fur weitere analytische oder prSparative 
Schritte aus dem Separationsmedium entnommen werden. 

30 Fiir die ein- oder zweidimensionale Vorseparation der Einzelproben konnen z.B. die oben 
beschriebenen Elektrophoresetechniken unter Verwendung der oben beschriebenen 
Probenplatten, die zu diesem Zweck ein geeignetes Separationsmedium enthalten, genutzt 
werden. Dies ist insbesondere von Bedeutung flir die als Anwendung vorgeschlagene 
Auftrennung von Proteingemischen nach drei unabhangigen Parametem (z.B. pH-Wert, 

35 GrOBe, Hydrophobizitat bzw. Solubilitat) mittels des erfindungsgemaB vorgeschlagenen 
dreidimensaionalen Separationsverfahrens. 
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Detektion, FraktionskoUektor 

5 

Zxir qualitativen und quantitativen Analyse von Proben kann deren Detektion im Rahmen 
des erfindungsgemafi vorgeschlagenen dreidimensionalen Separationsverfahrens durch 
eine Vielzahl verschiedener Techniken erfolgen. Vorzugsweise werden 
Photodetektionsverfahren eingesetzt. Im einfachsten Falle erfolgt eine Detektion durch 
10 einfaches Betrachten. 

Eine Kombination von Detektion und praparativem Sammeln der Probenfraktionen ist in 
vielen Fallen sinnvolL In Ausnahmefallen erfolgt unter Verzicht auf eine Detektion 
ausschlieBlich ein praparatives Sammeln der einzelnen Probenfraktionen. 
15 Ftir das Sammeln der Probenfraktionen wahrend des Trennvorgangs konnen zwei 
Verfahren unterschieden werden: 

Die erste Ausfuhrungsvariante sammelt die Probenfraktionen unmittelbar an einer 
Grenzflache des Separationsmediums und speichert sie dort in oder auf einem geeigneten 

20 Sammelmedium. Vorzugsweise besteht das Sammelmedium aus einer Membran oder 
einzelnen Probenplatten, die in regelmaUigen zeitlichen Abstanden an einer Grenzflache 
des Separationsmediums vorbeigefuhrt werden konnen. Durch einen regelmaBigen 
Transport der Sammelmembran aus der Trennvorrichtung, bzw. ein regelmaBiges 
Auswechseln der Probenplatten, werden die Probenfraktionen je nach Retentionszeit auf 

25 verschiedenen Teilflachen der Membran, bzw. auf verschiedenen Probenplatten, abgelegt. 

Bei der zweiten Variante werden die Proben durch ein Array aus Kapillaren, ROhren oder 
Schlauchen aus der Trennvorrichtung herausgeftihrt und von einem extemen 
FraktionskoUektor gesammelt. 

30 

Die Detektion kann wahrend der Proben-Migration (Online-Detektion) oder nach 
AbschluB der Separation erfolgen. Eine Detektion der Proben wahrend ihrer Migration 
kann auf ein zweidimensionales Abbildungsverfahren zuruckgefiihrt werden. Dazu 
werden die Probenfraktionen bei ihrem Durchgang durch einen ausgewahlten, 
35 zweidimensionalen ebenen Detektionsbereich detektiert. Der im wesentlichen senkrecht 
zur Migrationsrichtung der Proben orientierte Detektionsbereich liegt vorzugsweise nahe 
einer Grenzflache des Separationsmediums; er kann innerhalb oder auBerhalb des 
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Separationsmediums liegen. Von diesem im wesentlichen zweidimensionalen 
Detektionsbereich kann in zeitlichen Intervallen, z.B. durch die im folgenden 
beschriebenen Detektionseinrichtungen, eine fortlaufende Serie zweidimensionaler 
Abbildimgen aufgenommen und auf geeignete Weise aufgezeichnet werden. Die durch die 
5 Separation der Probenfraktionen zwischen ihnen entstehenden raumlichen Distanzen 
entlang der Migrationsrichtung werden also in zeitliche Abstande ihres Dvirchganges durch 
den Detektionsbereich umgesetzt. 

Im Faile einer Detektion nach AbschluB des Separationsvorganges ist ein 
10 dreidimensionales Abbildvmgsverfahren erforderlich. Hierzu kann beispielsweise ein 
stereoskopisches Abbildungsverfahren eingesetzt werden. Altemativ dazu kann ein im 
wesentlichen zweidimensional definierter Detektionsbereich durch das 
Separationsmedium, vorzugsweise in Richtung dessen Hochachse (z-Achse), bewegt 
werden (Scannen). Von diesem Detektionsbereich konnen, z.B. durch die im folgenden 
15 beschriebenen Detektionseinrichtungen, eine Serie zweidimensionaler Abbildungen 
aufgenommen und auf geeignete Weise aufgezeichnet werden. 

Indem das dreidimensionale Separationsmedium nach AbschluB des 

Separationsvorganges, z.B. durch parallele Schnitte, in Scheiben zerlegt wird, kann jedoch 

20 auch im Fall einer Detektion nach Abschlufi des Separationsvorganges eine Riickfuhrung 
auf ein herkOmmliches zweidimensionale Abbildungsverfahren erfolgen. Vorzugsweise 
verlaufen die Schnitte parallel oder senkrecht zur Probenmigrationsrichtung. Die auf diese 
Weise erhaltenen, im wesentlichen zweidimensionalen Scheiben des Separationsmediums 
konnen durch iibliche, geeignete 2D-Abtastverfahren abgebildet werden. Eine prSparative 

25 Isolation von einzelnen Probenfraktionen durch Herausl6sen aus den Scheiben ist dann 
ebenfalls leicht moglich. 

Konfokale Detektion 

30 

Eine bevorzugte Technik zur Online-Detektion ist eine konfokale Detektionseinrichtung, 
deren MeBkopf als Mehrfach-MeBkopf ausgebildet sein kann. Die konfokale 
Detektionseinrichtung ist mit einem oder mehreren optischen Systemen versehen, welche 
35 so ausgelegt sind, daB die objektseitigen punkt- oder linienformigen Foci der 
lUuminations-Strahlengange mit denjenigen der Detektions-Strahlengange 
zusammenfallen. Zur Fokussierung des Illuminationslichtes und Erfassung des von den 




- 15- 



Proben im Detektionsbereich ausgehenden Lichtes kann ein- und dasselbe oder 
verschiedene optische Systeme dienen. Im letzeren Fall sind die Strahlengange der 
optischen Systeme zur Illumination xmd Detektion vorzugsweise rechtwinklig zueinander 
angeordnet. AuBerdem kann in diesem Fall der dichroitische Strahlteiler zur Separation der 
5 Strahlengange von Beleuchtimgs- imd Detektionseinrichtung entfallen. 

Durch Wahl einer konfokalen Detektionsanordnung kaim durch (Rayleigh-)Streuung im 
Separationsmedium und im umgebenden Medium verursachte Hintergrundstrahlung 
reduziert und eine bessere raimiliche Auflosung in Richtung der optischen Achse erreicht 
10 werden. Mittels eines Mehrfach-MeBkopfes lassen sich groBere Flachenbereiche der 
Querschnittsflache des ersten Raumes simultan abtasten. Zur Detektion von mit 
Fluoreszenzfarbstoffen markierten Einzelproben kann der (Mehrfach-)MeBkopf der 
konfokalen Detektionseinrichtung mit optischen Absorptions- und altemativ oder 
erganzend mit Interferenz-Filtera versehen werden. 

15 

Zum Bildaufbau kann die Detektionseinrichtung in x, y; r, ©-Richtung in Bezug auf eine 
Querschnittsflache des ersten Raumes, welcher das Separationsmedium und die darin 
aufzutrennenden Einzelproben enthalt, verfahren werden (Scannen). Das wahrend des 
Scannens in der Detektionseinrichtung erzeugte, im allgemeinen elektrische Signal kann 
20 dann geeigneten Einrichtungen zur Verstarkung und Aufzeichmmg zugefuhrt werden. 



Punkt-konfokale Detektion 

25 

GemaB einer weiteren moglichen Ausfiihrungsvariante der konfokalen Detektion kann der 
Detektionsbereich punktweise beleuchtet werden. In bevorzugter Ausfuhrungsweise wird 
ein (oder mehrere) monochromatische, koharente Lichtquellen (z.B. Laser) eingesetzt. 
Mittels eines dichroitischen Strahlteilers kann der/die Strahl(en) zu einem Objektiv hin 

30 imigelenkt werden, welches ihn/sie auf einen Punkt in der Detektionsebene fokussiert. 
Der/die Strahl(en) kann dabei, um ein Beispiel zu geben, auf fluoreszierende Molekule 
treffen, die durch Anregung mit Licht der Laserwellenlange Fluoreszenzlicht einer 
anderen, groBeren Wellenlange abstrahlen. Das gleiche oder ein anderes Objektiv erfaBt je 
nach numerischer Apertur einen Teil des abgestrahlten Lichtes, welches durch den 

35 dichroitischen Strahlteiler auf einen Detektor, zimi Beispiel einen Photomultiplier, 
Avalanche-Diode oder eine CCD-Kamera, umgeleitet wird. Je nach StSrke des 
Lichtsignales wird ein entsprechendes Detektorsignal erzeugt. Die optischen Strahlengange 
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der Beleuchtimgseinrichtung und der Detektionseinrichtiing sind so ausgelegt, daB ihre 
beiden objektseitigen Fokuspxinkte im Detektionsbereich (pvinkt-)konfokal aufeinander 
liegen. Ein Bildaufbau wird durch ein Bewegen (Scannen) des MeBkopfes in x,y- oder (o,r- 
Richtung relativ zum Separationsmedium ermoglicht. 

5 

Zylindrisch konfokale Detektion 

10 Eine vereinfachte Detektionseinrichtung nutzt eine zylindrisch konfokale Anordnung einer 
Beleuchtungsvorrichtung in Kombination mit einem Zeilendetektor. Die von der 
Beleuchtungszeile ausgehende Strahlung wird durch ein geeignetes optisches System 
linienfbrmig in den Detektionsbereich fokussiert. Die ausgeleuchtete Linie im 
Detektionsbereich wird durch ein geeignetes optisches System auf die Detektionszeile 

15 abgebildet. AIs zylindrisch konfokal wird die Anordnung der dem Zeilendetektor und der 
Beleuchtungsvorrichtung zugeordneten optischen Systeme bezeichnet, wenn die beiden 
objektseitigen Fokuslinien der zugeordneten optischen Strahlengange deckungsgleich 
aufeinander liegen. 

20 Die Ausleuchtung des Detektionsbereiches kann beispielsweise mittels einer 
zeilenfbrmigen Anordnvmg von Leuchtdioden oder Laserdioden bzw. eines entsprechend 
f&cherfbrmig bewegten oder aufgeweiteten Laserstrahls erfolgen. Durch Ansteuerung der 
einzelnen Leuchtdioden oder Laserdioden bzw. der Bewegung des Laserstrahls 
synchronisiert zum Auslesevorgang des Zeilendetektors kann eine Verbesserung des 

25 Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses im Sinne des Mode-Locking- Verfahrens erreicht werden. 
Das optische System, welches einer zylindrisch konfokalen Kombination aus 
Illuminations- und Detektionseinrichtung zugeordnet ist, kann ein oder mehrere 
Gradienten-Index-Linsenfelder, Zylinderlinsen, Mikrolinsenfelder oder eine Kombination 
dieser optischen Elemente enthalten. 

30 

Gradienten-Index-Linsen 

35 Bevorzugt werden ein oder mehrere Gradienten-Index-Linsenfelder eingesetzt. Ein solches 
Linsenfeld (Array) besteht aus einer Vielzahl einzelner, dicht nebeneinander angeordneter 
Gradienten-Index-Linsen. Gradienten-Index-Linsen zeichnen sich dadurch aus, daB der 
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Brechungsindex innerhalb des zylinderformigen LinsenkOrpers von der Zentralachse nach 
aufien hin kontinuierlich abnimmt. Stimseitig eintretende Lichtstrahlen werden dadurch 
innerhalb der Linse sinusformig abgelenkt. Gradienten-Index-Linsen werden in 
Durchmessem von etwa 0,1 bis 2 Millimetem gefertigt. Die Lange des zylinderformigen 
5 Linsenkorpers bestinunt die Brennweite bzw. die optischen Abbildungseigenschaften der 
Linse. Gradienten-Index-Linsen einer bestimmten LSnge erzeugen eine aufrechte 1-zu-l- 
Abbildung. Bei Anordnung mehrerer solcher Linsen zu einem Array uberlagem sich die 
Bilder einzelner Linsen zu einer raumlich kontinuierlichen, aufrechten 1-zu-l-Abbildung 
beliebiger Ausdehnung. Durch Abbildimg des Lichtes einer Leuchtdioden-Zeile, oder 

10 vorzugsweise einer Laserdioden-Zeile, mittels eines Gradienten-Index-Linsen- Arrays in 
den Detektionsbereich kann in diesem ein zeilenfbrmiger Bereich raumlich selektiv 
beleuchtet werden. Das gleiche Linsen- Array kann zur raumlich selektiven Abbildung des 
beleuchteten Bereiches innerhalb des Separationsmediums auf eine zeilenformige 
Detektionseinrichtung, z.B. eine CCD- oder Photodioden-Zeile, dienen. In diesem Fall 

15 kann das von dem beleuchteten Bereich im Detektionsbereich ausgehende Licht durch 
einen dichroitischen Strahlteiler wellenlangenspezifisch von dem von der 
Beleuchtungseinrichtung ausgehenden Licht separiert und der Detektionseinrichtung 
zugefuhrt werden. Zusatzlich zum dichroitischen Strahlteiler konnen weitere optische 
Absorptions- und Interferenz-Filter zur Verbesserung der spektralen Selektivitat der 

20 Detektion zum Einsatz kommen. 



Orthogonal zylindrisch konfokale Detektion 

25 

Eine andere Ausfuhrungsvariante der Detektionseinrichtung nutzt eine orthogonal 
zylindrisch konfokale Anordnung einer zeilenformigen Beleuchtungsvorrichtung in 
Kombination mit einem Zeilendetektor. Dazu kann durch Abbildung des Lichtes einer 
Leuchtdioden-Zeile, oder vorzugsweise einer Laserdioden-Zeile, mittels eines geeigneten 

30 optischen Systems, vorzugsweise mittels einer Zylinderlinse, in den Detektionsbereich in 
diesem ein zeilenfbrmiger Bereich raumlich selektiv beleuchtet werden. Der beleuchtete 
Bereich kann durch ein oder zwei Gradienten-Index-Linsen-Array(s) mit gegeniiber der 
optischen Achse der Beleuchtungseinrichtung winklig angeordneter optischer Achse auf 
die Detektionseinrichtung abgebildet werden, Durch die im wesentlichen rechtwinklige 

35 (orthogonal konfokale) Anordnung der optischen Achsen von Illuminations- und 
Detektions-Einrichtxmgen kann eine Verringerung der durch (Rayleigh-)Streuung des 
lUuminations-Lichtes im Separationsmedium verursachten Hintergrundstrahlung erzielt 
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werden und eine bessere raumliche AuflOsung in Richtimg der z-Achse erreicht werden. 
AuBerdem kann in diesem Fall der dichroitische Strahlteiler zur Separation der 
StrahlengSnge von Beleuchtungs- und Detektionseinrichtimg entfallen. Auch bei dieser 
Ausgestaltung des optischen Systems kdnnen optische Absorptions- und Interferenz-Filter 
5 zur Verbessenmg der spektralen Selektivitat der Detektion zum Einsatz konunen. Auch die 
oben beschriebene Varianten. von zylindrisch konfokalen Anordnimgen konnen als 
Mehrfach-MeBkopf ausgefuhrt werden, indem mehrere solcher Illuminations- und 
Detektionszeilen zusammengefaBt werden. Die in einem solchen Mehrfach-Meflkopf 
zusammengefaBten Illuminations- und Detektionseinheiten konnen auch zur Aufnahme 
10 unterschiedlicher Strahlung, z.B. solcher mit verschiedener Wellenlange oder Polarisation, 
individuell ausgelegt werden. 

Zum Aufbau eines Bildes werden die oben beschriebenen Illuminations- und 
Detektionszeilen mit im wesentlichen orthogonal zueinander angeordneten optischen 
15 Achsen und konfokal aufeinander liegenden Fokuslinien eindimensional in x- oder co- 
Richtung gegeniiber dem Separationsmedium verschoben (Scannen). 

Integration Detektor in Elektrode 

20 

Eine punkt-konfokale oder zylindrisch konfokale Detektionseinrichtung kann im Fall der 
elektrophoretischen Separation in einer der Elektroden, bevorzugt derjenigen Elektrode, 
auf welche die Proben innerhalb des Separationsmediimis des ersten Raumes zuwandem, 

25 integriert sein. Beim Scan-Vorgang wird dann die Elektrode zusammen mit dem Detektor 
bewegt. Dadurch wird die Homogenitat des im Separationsmedium aufgebauten 
elektrischen Feldes - gemittelt iiber einen oder mehrere Scan-Perioden - nicht durch die 
Detektionseinrichtung beeintrachtigt. Durch die Anordnung einer konfokalen 
Detektionseinrichtung oberhalb des Separationsmediums beeintrachtigen im Zuge des 

30 Elektrophoresevorganges entstehende Gasblasen oberhalb des ersten Raumes nicht die 
Abbildung des Fluoreszenzlichtes auf den Detektor. 



35 
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Beleuchtung senkrecht zur Migrationsrichtung 

Bei einer weiteren Ausfiihrungsvariante einer Detektionseinrichtung kann eine 
5 Beleuchtungseinrichtung so angeordnet sein, daB ihre optische Achse im wesentlichen 
senkrecht zur Migrationsrichtung der Proben verlauft. GemaB dieser Anordnung wird 
durch eine vorzugsweise monochromatische, koharente Strahlungsqueile, z.B. einen oder 
mehrere Laser, ein im wesentlichen sich zweidimensional erstreckender, im wesentlichen 
senkrecht zur Migrationsrichtung der Proben orientierter Detektionsbereich beleuchtet. 
10 Dazu kann der/die Lichtstrahl(en) durch ein geeignetes optisches System, beispielsweise 
durch galvanometrische Umlenkeinrichtungen, rotierende Polygonspiegel oder 
ZyUnderlinsen, facherfbrmig ausgelenkt bzw. aufgeteilt werden. 

Der Detektionsbereich kaim dabei innerhalb des Separationsmedivims oder auBerhalb des 
Separationsmediums, vorzugsweise nahe einer seiner Grenzflachen Hegen. Im Falle einer 

15 Detektion wahrend der Migration der Proben (Online-Detektion) bleibt der 
Detektionsbereich stationSr in Bezug auf das Separationsmedium. Die Probenfraktionen 
werden dann bei ihrem Durchtritt durch den Detektionsbereich detektiert. Im Falle einer 
Detektion nach AbschluB der Migration kann der Detektionsbereich zur Bildaufnahme 
durch das Separationsmedium, vorzugsweise in Richtung dessen Hochachse (z-Achse), 

20 verschoben werden (Scannen). Dazu kann das Separationsmedium aus der 
Trennvorrichtung entnommen werden und einer separaten Detektionsvorrichtung zugefuhrt 
werden. 

Bevorzugt wird die Polarisationsrichtung des Illuminations-Lichtes so gewahlt, daB nur ein 
25 minimaler Bruchteil der durch (Rayleigh-)Streuung im Separationsmedium und dem 
umgebenden Losungsmittel verursachten Hintergrundstrahlung in Richtung der 
Detektionseinrichtungen abgestrahlt wird. Die Wellenlange des Illuminations-Lichtes wird 
bevorzugt so gewahlt, daB eine optimale Fluoreszenz-Anregung der entsprechend 
markierten Probenfraktionen erreicht wird, sowie die vom Separationsmedium und 
30 umgebenden Losungsmittel ausgehende, durch Eigenfluoreszenz verursachte Storstrahlung 
minimiert wird. Vorzugsweise werden monochromatische Strahlungsquellen mit hohem 
Polarisationsgrad, beispielsweise Laser, eingesetzt. 

Die Aufiiahme der von den Probenfraktionen emittierten Strahlung kann durch eine 
35 Detektionseinrichtung erfolgen, deren optische Achse im wesentlichen parallel zur 
Hochachse des zylinderfbrmigen Separationskorpers liegt und eine seiner Stimflachen 
schneidet. Es wird dann von der Detektionseinrichtung Strahlimg aufgefangen, welche 
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stimseitig aus dem Separationskorper austritt. Die optische Achse der 
Detektionseinrichtung kann dabei entgegen der Migrationsrichtung, vorzugsweise jedoch 
in Richtimg der Migration der Proben orientiert sein. 

5 Bei relativ langgestreckten Separationskdrpem, d.h. solchen mit einem Verhalnis ihrer 
radialen zu ihrer Langserstreckung von beispielsweise < 1, kann jedoch auch eine 
Anordnxmg der Detektionseinrichtung mit im wesentlichen schrag zur Hochachse des 
Separationskorpers liegender optischer Achse von Vorteil sein. In diesem Fail schneidet 
die optische Achse des Detektionssystems die Wandflache des im wesentlichen 

10 zylinderfbrmigen Separationskorpers; sie kann dabei in oder entgegen der 
Migrationsrichtung orientiert sein. Von der Detektionseinrichtung wird dann Strahlung 
aufgefangen, die vom Detektionsbereich ausgehend, z.B. durch ein entsprechendes Fenster, 
durch die rings umgebende Wandflache des Separationskorpers austritt. 
In jedem Fall ist dafiir Sorge zu tragen, daB in der Detektionseinrichtung ein optisches 

15 System mit hoher numerischer Apertur eingesetzt wird. Die Strahlung aus der 
Detektionsebene, oder aus einem Teilbereich der Detektionsebene, wird vom optischen 
System z.B. auf eine hoch auflosende CCD-Kamera zweidimensional abgebildet, welche 
der Detektionseinrichtung nachgeschaltet ist. Wird nur ein Teilbereich der Detektionsebene 
abgebildet, so kann die Detektionseinrichtung zur Erfassung des gesamten 

20 Detektionsbereiches gegenuber diesem entsprechend in x-, y-, oder co-Richtung verschoben 
werden (Scannen). 

Eine zur Durchflihrung des erfindimgsgemaBen Verfahrens dienende Vorrichtung umfasst 
einen Separationsaufbau, der mindestens einen Raum enthalt, der sich wesentlich Uber drei 

25 Raumkoordinaten erstreckt und der so beschaffen ist, daB er mit einem Separationsmedium 
befuUt werden kann. Dem Separationsmedium werden an einer Stimflache die 
aufzutrennenden Proben zugefiihrt. Der auf diese Weise gebildeten Separations- 
Anordnung ist eine Detektions-Einrichtung zugeordnet. Altemativ oder zusatzlich zur 
Detektions-Einrichtung kann eine Vorrichtung zum praparativen Sammeln der einzelnen 

30 Probenfraktionen (Fraktionssammler) zugeordnet sein. Um eine Migration der Proben 
durch das Separationsmedium zu veranlassen, ist die Trennvorrichtung auf vorteilhafte 
Weise so gestaltet, daB ein elektrisches Feld darin aufgebaut werden kann, oder dafi sie 
Zentrifugalbeschleunigungen ausgesetzt werden kann, oder daB durch eine geeignete 
Vorrichtung, z.B. durch eine Pimipe oder Pneumatik ein hydrostatischer Druck oder ein 

35 Gasdruck appliziert werden kann. 
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Elektrophorese-Vorrichtung 

Im Falle des Einsatzes der Vorrichtung zur Elektrophorese soUte die Anordnung einen den 
5 ersten Raum umgebenden, konzentrisch zu diesem angeordneten, zweiten Raum mit einer 
Warmeisolation enthalten. Der erste Raiun sollte ein Radius zu Langenverhaltnis R/Z 
grofier als 0,5 aufweisen, um eine gute Abfuhr der bei der Elektrophorese freiwerdenden 
Joule'schen Warme durch die Stimseiten des in ihm enthaltenen Separationsmediums zu 
gewahrleisten. Eine besonders gute Warmeabfuhr liegt dann vor, wenn das Radius zu 
10 Langenverhaltnis R/Z bei groBer als 1 liegt. AuBerdem wSchst die Gesamtanzahl der mit 
der Vorrichtung auftrennbaren Einzelproben quadratisch mit dem Radius des ersten 
Raumes, der das Separationsmedium enthalt. 

In bevorzugter Ausgestaltung des erfindungsgemaB vorgeschlagenen elektrophoretischen 
Trennaufbaues kann der den ersten Raum umgebenden zweite Raum ein Isolationsmedium 

15 enthalten, welches der thermischen Isolation des Separationskorpers in radialer Richtung 
dient. Die Isolation bewirkt die Ausbildung eines von der radialen (r-)Koordinate 
weitgehend unabhangigen Temperaturprofils im ersten Raum. Die Ausbildung eines von 
der radialen (r-) Koordinate unabhangigen Temperaturprofils im ersten Raum kann durch 
eine Temperierung der Raumbegrenzung des ersten Raumes entlang der 

20 Migrationsrichtung der Proben (Hochachse oder z-Achse) unterstutzt werden. Die 
Temperierung der Raumbegrenzung kann z.B. elektrisch oder mittels eines 
Temperiermediums erfolgen. 

In bevorzugter Ausgestaltung des Trennaufbaus sind die Stimseiten des ersten Raumes vmd 
25 gegebenenfalls des zweiten Raumes von Elektroden derart uberdeckt, daB sich in dem im 
ersten Raum aufgenommenen Separationsmediimi bei Anlegen einer elektrischen 
Spannung ein moglichst homogenes elektrisches Feld einstellt. Die Elektrodenelemente 
sind bevorzugt plattenformig ausgebildet imd enthalten elektrisch leitende Verbindungen, 
die jeweils auf der Seite der Elektroden angeordnet sind, die dem Separationsmedium 
30 abgewandt liegen. Die die Elektroden umgebenden Raume grenzen an das 
Separationsmedium an. Sie sind so gestaltet, dafl sie mit einer Flussigkeit oder einem 
Elektrolyten, vorzugsweise einem Puffermedium, aufgefuUt werden konnen und weiterhin 
so, daB ein WarmefluB iiber die Stimseiten des Separationsmediums ermoglicht wird. 
Vorzugsweise ist dort eine Warmeaustauschvorrichtung vorgesehen. Auf vorteilhafte 
35 Weise ist diese mit einer Temperiervorrichtung kombiniert. Als WSrmeaustauschmedium 
dient vorzugsweise die die Elektroden umgebende Flfissigkeit. 
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Wird bei der erfindungsgemaB vorgeschlagenen Vorrichtung zur Durchfiihrung des 
Verfahrens der die Warmeisolation aufiiehmende zweite Raum von einem Reservoir 
umschlossen, welches mit den die Elektroden umgebenden Rdumen in einer einen 
Austausch ermoglichenden Weise verbxmden ist, kann im Falle der Anwendung zur 
5 Elektrophorese ein diffusiver lonenaustausch zwischen den an den anodenseitigen und 
kathodenseitigen Stimbereichen des ersten Raumes befindlichen Flussigkeitsvolumina 
erzielt werden. Dadurch kann einerseits die Menge des erforderlichen Puffermediums 
herabgesetzt werden, und andererseits eine Einstellung bzw. Konstanthaltung gewunschter 
chemischer, physikalischer und elektrischer Eigenschaften des Puffermediums begunstigt 
10 werden. In bevorzugter Ausfiihrung erfolgt ein aktiver Austausch des Puffermediums 
durch eine geeignete Umwalzanlage, z.B. durch eine Pumpe. Dabei kann in besonders 
vorteilhafter Ausfiihrung eine Thermostatisierung, z.B. durch einen Warmetauscher, im 
Zirkulationskreislauf vorgesehen sein, mittels der die an den Stimseiten des 
Separationsmediums austretende Joule 'sche Warme abgefiihrt werden kann. 

15 

Detektionsvorrichtung 

Photodetektions-Vorrichtungen konnen nach Art der Datenaufiiahme klassifiziert werden. 
Es konnen folgende Vorrichtungen unterschieden werden: 

20 

a) Das 3D-Bildaufnahme-System zur Detektion der Probenfraktionen nach Abschlufi 
des Separationsvorganges oder 

b) Das Online-Detektions-System zur Detektion der Probenfraktionen wahrend des 
Separationsvorganges. 

25 

Das 3D-Bildaufiiahme-System ist so gestaltet, daB bei einer Bildaufiiahme jedem 
Volumenelement des Separationsmediums mindestens ein photometrischer MeBwert 
zugeordnet werden kann, das heilJt jeder Datensatz umfaBt einen Ortsvektor mit 3 
Koordinaten, dem mindestens ein photometrischer MeBwert zugeordnet ist. 

30 

Das Online-Detektionssystem ist so gestaltet, daB jedem photometrischen MeBwert ein 
zweidimensionaler Ortsvektor und zusatzlich die Zeit als dritte Koordinate zugeordnet ist. 
Online-Detektionssysteme sind so gestaltet, daB sie in regelmaBigen zeitlichen Intervallen 
MeBwerte aus einer stationaren Ebene (Detektionsebene), durch die die Probenfraktionen 
35 hindurch migrieren, aufnehmen. Die Detektionsebene kann dazu innerhalb des 
Separationsmediums oder auBerhalb nahe einer Grenzflache des Separationsmediums 
liegen. 
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Fiir die Online-Detektion konnen wiederum zwei Vorrichtungstypen unterschieden 
werden: 

a) Konfokale Scanner und 

5 b) 2D-Bildaufnahme-Systeme mit orthogonaler Beleuchtungsvorrichtung. 

Konfokale Scanner 

10 

Als vorteilhafte Ausftihrungsvariante konfokaler Scanner kommen punktkonfokale oder 
zylindrisch konfokale Scanner mit einfachem MeBkopf oder mit MehrfachmeBkopf in 
Betracht. Scanner mit MehrfachmeBkopf bieten den Vorteil, daB zum Auslesen einer 
gegebenen Flache kurzere Auslesezeiten notig sind und der Scan-Vorgang mit geringeren 

15 Geschwindigkeiten durchgefiihrt werden kann. AuBerdem konnen die einzeinen, zu einem 
Mehrfach-Mefikopf zusammengefaBten MeBkopfe individuell zur Messimg von Strahlvmg 
mit unterschiedlichen Eigenschaften, z.B. unterschiedlicher Wellenlange, eingerichtet 
werden. Bei Betrieb konfokaler Scanner in Verbindung mit elektrophoretischen 
Trennvorrichtungen ist der Einbau des MeBkopfes in eine der Elektroden besonders 

20 vorteilhaft. 

Zylindrisch konfokaler Scanner 

25 

Ein besonders einfacher und gleichzeitig vorteilhafter Scanner zeichnet sich durch 
zylindrisch konfokale Optik aus. Eine solcher Scanner ist gekennzeichnet durch eine 
zylindrische Beleuchtxmgsoptik und durch eine oder mehrere vorzugsweise koharente 
Strahlungsquellen, z.B. Laser mit Optik zur Strahlaufweitung. Die Beleuchtungsoptik ist so 
30 gestaltet, daB die Strahlung der Strahlungsquellen in die Detektionsebene fokussiert wird. 
Durch die Wahl einer Zylinderoptik, vorzugsweise einer Zylinderlinse, ergibt sich eine 
beleuchtete Fokuslinie in der Detektionsebene. 

Die Detektionsoptik ist so eingerichtet, daB diese Linie auf einen Zeiiendetektor abgebildet 
35 wird. Die optischen Achsen von Beleuchtvmgsoptik imd Detektionsoptik sind vorteilhaft 
winklig zueinander orientiert. Vorteilhaft ist auch ein Aufl^au unter Verwendung von zwei 
Beleuchtungseinrichtungen, welche im wesentlichen symmetrisch beidseitig zur 
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Detektionsoptik angeordnet werden. Die Detektionsoptik zeichnet sich diirch punktgetreue 
Abbildungseigenschaften aus. Vorzugsweise werden Anordnungen (Arrays) von Linsen 
verwendet. Besonders vorteilhaft ist die Verwendung eines Gradientenindex-Linsenarrays. 

5 Optik und Zeilendetektor bilden mechanisch eine Einheit, welche auf einen beweglichen 
Schlitten montiert ist. Durch eine Antriebsvorrichtung kann der Schlitten entlang einer 
kartesischen Koordinate bewegt werden oder um eine Achse rotieren. Die Steuenings- und 
Auslese-Elektronik fur den Zeilendetektor ist synchronisiert mit der Bewegung des 
Schlittens. Der so gebildeten Scan-Vorrichtung ist ein Datenaufzeichnungsgerat 
10 zugeordnet und ein EDV-Gerat zur Datenauswertung. 

Punktkonfokaler Scanner 

15 

Punktkonfokale Scanner weisen gegenuber zylindrisch konfokalen Scannem eine bessere 
Ortsauflosung auf. Von besonderer Bedeutung ist hier die Ortsauflosung in Richtung der 
optischen Achse (Tiefenscharfe). Elektronische Steuerung, Datenaufzeichnung und 
Datenauswertung sind bei punktkonfokalen Scannem jedoch aufwendiger., es ist zu 
20 beriicksichtigen, daB der oben beschriebene mechanische Schlitten in der Weise 
modifiziert werden mufi, daB der punktkonfokale MeBkopf Bewegungen entlang zweier 
Koordinaten ausfuhren kann, und damit eine Flache (Detektionsebene) abtasten kann. 



25 



Orthogonale Beleuchtung 



2D-Bildaufhahme-Systeme mit orthogonaler Beleuchtungsvorrichtvmg fur eine 
5 Detektionsebene sind dutch folgende Merkmale gekennzeichnet: 

Sie verfiigen uber eine Beleuchtungseinrichtung, gebildet durch eine vorzugsweise 
koharente Lichtquelle, z.B. einen oder mehrere Laser mit Strahlaufweitungsoptik, die so an 
der Trennvorrichtung angebracht ist, daB im Separationsmedium oder nahe einer 

10 Gren2flache des Separationsmediums eine Detektionsebene so aufgespannt wird, dafi die 
Probenfragmente durch diese Ebene hindurch migrieren konnen. Der 
Beleuchtungsvorrichtung zugeordnet ist ein Detektionssystem, gebildet aus einem Objektiv 
und einem Detektor, vorzugsweise einer CCD-Kamera. Die Anordnimg des Objektivs und 
des Detektors ist so gewahlt, daB eine zweidimensionale Abbildung des 

15 Detektionsbereiches auf den Detektor erfolgt. Die Eigenschaften des Objektivs sind so 
gewahlt, daB die Abbildung mit hoher Apertur und gleichzeitig hoher Ortsauflosung 
erfolgt. Die optische Achse des Objektivs kann im wesentlichen parallel zur 
Migrationsrichtung der Proben verlaufen. In dieser Anordnung nimmt das Objektiv 
Strahlung auf, welche stimseitig aus dem Separationsmedium austritt. 

20 

Die optische Achse des Objektivs kann aber auch schrag zur Migrationsrichtung verlaufen. 
In diesem Fall ist die Detektionsvorrichtung seitlich an der Trennvorrichtung vorgesehen. 
In diesem Fall ist es empfehlenswert, ein prismenfbrmiges Fenster zum Separationsraum 
hin vorzusehen, dessen optische Eigenschaften, insbesondere der Brechungsindex, denen 
25 des Separationsmediums ahneln. Bei einem solchen Aufbau kaim es vorteilhaft sein, die im 
Detektionsbereich schrSg zur Richtung der Probenmigration, vorzugsweise senkrecht zur 
optischen Achse des Objektivs, anzuordnen. Dies hat den Vorteil besserer 
Abbildungseigenschaften, jedoch den Nachteil, daB Differenzen der Probenlaufzeiten 
aufgrund unterschiedlicher Wege durch das Separationsmedium korrigiert werden mussen. 

30 

Die Datenaufzeichnung kann durch ein geeignetes Aufzeichnungsgerat erfolgen, welches 
in periodischen Intervallen Datensatze, im wesentlichen in Form von zweidimensionalen 
Bildem, aufnimmt. 

35 Indem an das oben beschriebene 2D-Bildaufhahmesystem ein Translationsmechanismus 
adaptiert wird, der eine Verschiebxmg des Detektionsbereiches entlang einer Achse, 
vorzugsweise der Hochachse, durch das Separationsmedium bevsdrkt, kann ein 3D- 




-26- 



Bildaufhahmegerat zur Detektion von Probenfraktionen nach Beendigimg ihrer Separation 
aufgebaut werden. Das Datenaufhahmegerat ist in diesem Fall mit der 
Translationsvorrichtung synchronisiert. Das oben beschriebene 3D-Bildaufiiahmegerat 
kann auch unabhangig von der Trennvorrichtung aufgebaut sein. In diesem Fall kann das 
5 Separationsmedium nach AbschluB des Separationsvorganges aus der Trennvorrichtung 
entnommen werden und dem separaten 3D-Bildaufhahmegerat zugefuhrt werden. 

Praparatives Sammeln einzelner Fraktionen 

10 

Altemativ oder vorzugsweise erganzend zixr Probendetektionseinrichtung kann eine 
Fraktionssammelvorrichtung vorgesehen sein. Besonders vorteilhaft ist es, die 
Fraktionssammelvorrichtung mit der Probendetektionseinrichtung zu koppeln. Eine solche 
15 Kopplung ermoglicht den Austausch und die Zuordnung von Daten, sowie eine einseitige 
oder gegenseitige Steuerung zwischen den beiden Einheiten. 

Es konnen zwei Ausfiihnmgsvarianten unterschieden werden: 

20 Die erste Ausftihrungsvariante ist gekennzeichnet durch einen Transportmechanismus fur 
Sammelmedien wie Flatten, Membranen, Microtiterplatten oder Arrays aus 
ReagenzrShrchen. Vorzugsweise besteht das Sammelmedium aus einer Membran oder 
einzelnen Probenplatten. Die Sammelmedien werden durch den Transportmechanismus 
unmittelbar an einer Grenzflache des Separationsmediums plaziert, in regelmafiigen 

25 Zeitabstanden ausgetauscht und aus der Trennvorrichtung herausbefordert. Vorzugsweise 
wird eine AbroUvorrichtung, ahnlich einem Filmprojektor, benutzt, die eine Membran 
transportiert. Die Eigenschaften der Membran sind so gewahlt, daU die aus dem 
Separationsmedium austretenden Freiktionen an ihr gebunden werden. Durch den 
regelmafiigen Transport der Sammelmembran aus der Trennvorrichtung, bzw. ein 

30 regelmafiiges Auswechseln der Probenplatten, werden die Probenfraktionen je nach 
Retentionszeit auf verschiedenen Teilflachen der Membran, bzw. auf verschiedenen 
Probenplatten, abgelegt. 

Die zweite Ausftihrungsvariante ist gekennzeichnet durch ein Kapillaren-Array oder ein 
Array aus Hohlkorpem, wie z.B. Rohren oder Schlauchen. Jeweiis ein Ende ist als 
35 Eintrittsoffnung nahe der Probenaustrittsflache an der Grenzflache des 
Separationsmediums positioniert. Die Austrittsoffnungen befinden sich auBerhalb der 
Trennvorrichtung uber einem Fraktionssanmielgerat, vorzugsweise einem SammelgerSt fur 
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Mikrotiterplatten oder Probenplatten. Der Transport von der Eintritts6fl&iung wird bewirkt 
durch eine Pneumatik, die auf alle Kapillaren gemeinsam, oder auf jede Kapillare einzeln 
wirkt, oder durch elektrische Krafte. Das elektrische Feld oder die Pneumatik sind so 
ausgelegt, daB die Probenfraktionen aus der Trennapparatur herausgefiihrt und dem 
5 Fraktionssammelgerat zugefuhrt werden. 

Zur Bearbeitting und Herstellung von Probenplatten, sowie der Bearbeitung der Oberflache 
von Separationskdrpem ist eine Formvorrichtung vorgesehen. Das Formteil ist ein 
plattenfbrmiges Werkzeug, welches an seiner Oberflache Erhebungen, bzw. Vertiefiingen 
10 in vorzugsweise periodisch zweidimensionaler Anordnung besitzt. Das Material der 
Oberflache ist vor2xigsweise so gewahlt, daB es einerseits Formungsprozesse, wie z.B, 
Polymerisation von beispielsweise Acrylamid, fbrdert oder zumindest nicht behindert, lind 
andererseits gute Trenneigenschaften besitzt, d.h. daB nur geringe, oder keine Affinitat 
gegeniiber den zu formenden Materialien besteht. 

15 

Probenplatten 



20 Probenplatten sind primar dem oben beschriebenen erfindungsgemaBen dreidimensionalen 
Trennverfahren und der Trennvorrichtung zugeordnet. AUerdings sind ihre Eigenschaften 
und Verwendungsmoglichkeiten so gestaltet, daB ihre Anwendxmg auch weitergehend 
gefaBt werden kaim. So sind sie generell nutzliche Gebrauchsgegenstande im Bereich 
Klonierung, wie beschrieben. 

25 

Eine wesentliche Funktion von Probeplatten im Rahmen des erfmdungsgemafi 
vorgeschlagenen dreidimensionalen Separationsverfahrens ist das Beladen der 
Trennvorrichtung. Probenplatten, die bevorzugt im Rahmen der dreidimensionalen 
Separation verwendet werden, sind dazu in mehrfacher Hinsicht an die beschriebene 
30 Trennvorrichtung und an die spezifischen Anwendungen anzupassen. 

Eines der Hauptmerkmale von Probenplatten, die im Rahmen der dreidimensionalen 
Separation verwendet werden, ist, daB ihr Format und ihre Abmessungen im wesentlichen 
denen der Trennvorrichtung angepasst sind. Da die Trennvorrichtung vorzugsweise 
35 zylindrisch aufgebaut ist, ist ein kreisformiges Format eines der moglichen vorteiihaften 
Formate. Ein solches Format ist jedoch in iiblichen automatischen Laborhandhabungs- 
Systemen schwer zu handhaben, da diese gewohnlich an rechteckige Formate angepaBt 
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sind. Als Kompromiss erscheint daher ein quadratisches Format vorteilhaft. Die 
Abmessungen der Probenpatten sind derart gewahlt, dafi sie nahe einer (stimseitigen) 
Grenzflache des Separationsmediums angeordnet werden kSnnen. 

5 Vorzugsweise wird zum Laden der Trennvorrichtimg die die Einzelproben enthaltende 
Probenplatte nahe einer (stimseitigen) Grenzflache des Separationsmediums angeordnet. 
Die Ubertragung der Einzelproben aus der Probenplatte in das Separationsmedium erfolgt 
durch geeignete physikalische oder chemische Parameter wie z.B. elektrische Krafte, 
Druck, Zentrifugalkrafte, Gravitation, osmotische Krafte, Diffusion oder Kapilarkrafte. 

10 Vorzugsweise sind deshalb Probenplatten zumindest teilweise aus porosem Material 
gefertigt. Das porose oder permeabel ausgebildete Material ermoglicht elektrische Strome, 
Fllissigkeitsstrome, Gasstrome, einen diffusiven Stoffaustausch etc. . Dabei ist es 
vorteilhaft, wenn das porose Material so angeordnet ist, dalJ ein Materialtransport in oder 
entgegen zur Flachennormalen ermoglichst wird. Beziiglich seiner Materialeigenschaften 

15 wie z.B. der PorengroBe und der Saugfahigkeit, kann das porose Material der 
Probenplatten vorzugsweise so beschaffen sein, daB es ermoglicht auf ihm Proben ortlich 
zu fixieren bzw. einzubetten. 



20 Die Ortliche Fixierung von Proben kann auch dadurch ermoglicht werden, d2iB die 
Probenplatten feste TrennwMnde, z.B. in Form einer Wabenstruktur oder Vertiefimgen in 
der Oberflache, aufweisen. Bine ortliche Fixierung kann ebenfalls durch elektrostatische 
Krafte mittels Elektroden, oder durch magnetische Fixierung an kleinen Partikeln aus 
magnetischem Material, ermoglicht werden. Dazu konnen die Elektroden bzw. Partikel an 

25 der Oberflache der Probenplatten angeordnet sein, bzw. in diese eingelassen sein. 

Vorzugsweise sind fiir Probenplatten auch solche Materialien gewahlt, die hoheren 
Temperaturbelastungen, insbesondere Temperaturbelastungen, wie sie beim PCR- 
Verfahren auftreten, standhalten. Zumindest ist es vorteilhaft, wenn zumindest die 
30 Bestandteile der Probenplatte hoheren Temperaturen standhalten, welche an einer ortlichen 
Fixierung der Proben beteiligt sind. 

Vorteilhaft bestehen Probenplatten auch aus Materialien, die das Wachstum von Zellen 
nicht behindem, bzw. die das Wachstum von Zellen selektiv oder auch nicht-selektiv 
35 begunstigen konnen. Dies ist besonders fiir diejenigen Typen von Probenplatten wichtig, 
die fiir das in dieser Patentapplikation beschriebene FACS-gesttitzte Klonierungs- 
Verfahren verwendet werden soUen. 
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Nicht alle als vorteilhaft dargestellten Spezifikationen lassen sich in einer Ausfiihrung von 
Probenplatten vereinen. Deshalb ist es vorteilhaft, Probenplatten fur ganz spezifische 
Anwendungen vorzusehen. Beispiele hierfiir sind Probenplatten ftir Zellkultur unter 
5 Verwendung von Nahrmedien, z.B. Agarose, Probenplatten fur das PCR-Verfahren, 
Probenplatten ftir Silica-Filtration, Probenplatten ftir Separationszwecke, die ein geeignetes 
Separationsmedium, z.B. Agarose oder Polyacrylamid enthalten, oder spezielle 
Probenplatten ftir chemische, physikalische oder photometrische MeBzwecke. 

10 

Probentransport/ Austausch 

Die Entnahme oder Zuftihrung von Stoffen wie z.B. Proben oder Reagenzien aus oder in 
15 Probenplatten oder der Ladeschicht eines Separationskorpers kann durch geeignete 
Ladewerkzeuge erfolgen. Wegen der grofien Anzahi der Proben (in der GroBenordnung 
von 10.000 Einzelproben) ist ein solches Werkzeug gekennzeichnet durch eine 
regelmaliige Anordnung (Array) von Hohlkorpem, Tips, Pins oder Kapillaren, welche eine 
Vielzahl von Proben gleichzeitig aufnehmen und iiberfuhren konnen. 

20 

Auf vorteilhafte Weise ist dieses Array dadurch gekennzeichnet, daB die einzelnen 
Elemente des Arrays Anschlusse aufweisen. Diese Anschlusse sind vorzugsweise 
pneumatische Anschlilsse oder elektrische Kontakte oder eine Kombination daraus. Die 
Elemente sind so ausgelegt, daB von ihnen bzw. mit ihrer Hilfe StofFe aufgenommen oder 
25 abgegeben werden kSnnen. 

Ein anderes Werkzeug zum Beftillen von Probenplatten besteht aus einem 
Translationsmechanismus ftir Probenplatten. Der Translationsmechanismus wird gesteuert 
durch einen Zellsortierer, vorzugsweise ein FACS-Gerat, Das Steuergerat (Zellsortierer, 
30 FACS-Gerat) ist durch seinen Aufbau und sein Steuerungsprogramm so ausgelegt, daB 
Tropfchen oder Teile eines Flussigkeitsstroms durch z.B eine Blende in Richtung der 
Probenplatte gelenkt werden. Die Ansteuerung der mechanischen Translationsvorrichtung 
zur Bewegung der Probenplatte in einer oder mehreren Koordinaten erfolgt ebenfalls durch 
das Steuergerat. 

35 
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Das erfindungsgemafi vorgeschlagene Verfahren und die dafur vorgesehene Vorrichtung 
eignen sich insbesondere als Instrument zu einer simultan vorzunehmenden Auftrennung 
einer sehr grofien Anzahl von Gemischen von Biomolektilen oder chemischen Substanzen 
wie z.B. DNA-Fragmente ,Proteine, Blut- oder Blutplasma in einem dreidimensionalen 
5 Separationsmedium. Es laBt sich fur alle analytischen Techniken einsetzen, welche 
lediglich eine relativ geringe Trenngenauigkeit verlangen und in denen die genaue Identitat 
der einzelnen Proben nicht von herausragender Bedeutung ist. Die bevorzugte 
Hauptanwendung des erfindungsgemaB vorgeschlagenen Verfahrens liegt auf dem Feld der 
dreidimensionalen Eiektrophorese. Mittels des erfindungsgemaB vorgeschlagenen 

10 Verfahrens lassen sich in paralleler Abarbeitung mehrere tausend Einzelproben simultan 
aufltrennen, die eine Vielzahl kurzer DNA-Abschnitte (einige 10 bis 100 Basen) enthalten. 
Dadurch bietet sich der Einsatz des erfindungsgemaB vorgeschlagenen Verfahrens zur 
Gen-Expressionsanalyse gemaB der SAGE-Technik (Serial Analysis of Gene Expression) 
an, jedoch unter Vermeidung des bei dieser Technik erforderlichen, aufwendigen 

15 Verkettungsschrittes der einzelnen DNA-Abschnitte. 

Werden langere Sequenzen der Einzelklone (150 bis 200 bp (Basenpaare)) benotigt, kann 
das erfindungsgemaB vorgeschlagene Verfahren sowie der dazu geeignete Trennaufbau zur 
"Shotgvm"-Sequenzierung eingesetzt werden. Ein weiteres Anwendimgsgebiet des 
20 erfindungsgemaB vorgeschlagenen Verfahrens ware die "DNA-fingerprint" -Technik. 

SchlieBlich liegen ein weitere Anwendungsgebiete des erfindungsgemaB vorgeschlagenen 
Verfahrens in der Proteinanalyse sowie in der Expressionsanalyse von Biomolektilen. 
Dabei lassen sich Proteingemische und dergleichen, insbesondere hinsichtlich dreier 

25 Parameter auftrennen, die z.B. durch den pH-Wert, die GroBe und die Hydrophobizitat 
(bzw. Solubilitat) der Biomolekule gegeben sein konnen, Weitere Anwendungen sind die 
Auftrennung von Substanzen, anorganischen oder organischen Molekulen, DNA, RNA, 
Lipiden, Peptiden, Aminosauren, die Sequenzanalyse von Nukleinsauren, Detektion von 
Punktmutationen, der Einsatz des Separationsmediums 6 bei der Exprimierungsanalyse 

30 und Proteinanalyse hinsichtlich mehrerer Parameter wie z.B. pH-Wert, GroBe und 
Hydrophobiezitat (bzw. Solubilitat) der Einzelproben 29, der Diagnose von Krankheiten 
und der Analyse metabolischer Produkte. 
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Zeichnungen 

Anhand der Zeichnungen wird das erfindungsgemSfi vorgeschlagene Verfahren 
5 eingehender erlautert. 

Es zeigt: 

Figur 1 den prinzipiellen Aufbau einer Auftrennanordnung (Separationsapparatur) 

10 mit einem Hohlraxim zur Aiifiiahme eines Separationsmediums mit einer 

Probenanordnung, 

Figur 2 den schematischen Aufbau einer zwischen zwei Elektroden angeordneten 

(elektrophoretischen) Separationsapparatur mit konzentrischen Raumen zur 
15 Aufnahme einer Isolation und eines Puffermediums, 

Figur 3 die schematische Wiedergabe einer Separationsapparatur mit beweglichem 

MeBkopf mit Beleuchtungs- und Detektionseinrichtung in punktkonfokaler 
Anordnung und im wesentlichen parallel zur Hochachse (z-Achse) 
20 verlaufender optischer Achse, 

Figur 4 die schematische Wiedergabe einer Separationsapparatur mit beweglichem 

MeBkopf mit Beleuchtungs- und Detektionseinrichtung in orthogonal 
zylindrisch konfokaler Anordnxmg, 



25 



30 



Figur 5 die schematische Wiedergabe einer Separationsapparatur mit seitlich 

angeordneter Beleuchtimgseinrichtung und einem stationSren Detektor mit 
im wesentlichen parallel zur Hochachse (z-Achse) verlaufender optischer 
Achse, 

Figur 6 die schematische Wiedergabe einer Separationsapparatur mit seitlich 

angeordneter Beleuchtungseinrichtung und einem stationaren Detektor mit 
im wesentlichen schrag zur Hochachse (z-Achse) verlaufender optischer 
Achse vind 



35 
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Figur 7 



die sich einstellenden Warmeubertragxingsrichtungen an einer schematisch 
wiedergegebenen, zwei konzentrische Raume iimfassenden 
elektrophoretischen Separationsapparatur iind das sich einstellende 
Temperaturprofil. 



5 



Figur 1 zeigt den prinzipiellen Aufbau einer Separationsapparatur 1 mit einem Hohlraum 
zur Auftiahme des Separationsmediums 6 und einer Probenplatte 7. 

10 Die in Figur 1 schematisch wiedergegebene Anordnung eines Trennaufbaus 1 umfaBt 
einen ersten Raum 2, der als Analyseraum dient. Der erste Raum 2 ist vorzugsweise 
konzentrisch zur mit Bezugszeichen 15 gekennzeichneten Hochachse (z-Achse) 
angeordnet. Der erste Raum 2 ist durch eine Raumbegrenzung 2.1 umschlossen und von 
der Umgebung getrennt und so gestaltet, daB er ein Separationsmedium 6 aufnehmen kann. 

15 Im ersten Raum 2 ist ein Separationsmedium 6 aufgenommen, welches je nach 
Anwendung sowohl fest, flussig als auch kolloid vorliegen kann. Das Separationsmedium 
6 kann transparent oder nicht transparent sein; beim Separationsmedium 6 handelt es sich 
beispielsweise um Polyacrylamid, Agarose oder Hydroxylzellulose. 

20 Der mit 2.2 bezeichnete Radius des ersten Raumes 2 liegt bevorzugt in einem Bereich 
zvsdschen 2 imd 1 5 cm, wahrend die Langenerstreckiing des ersten Raumes 2 in Richtung 
der z-Achse 1 5 im Bereich zwischen 2cm xmd 30 cm liegen kann. 

Im Trennaufbau 1 gemSfl der Darstellung in Figur 1 ist oberhalb der oberen Stimseite der 
25 vom ersten Raum 2 mit seiner Raxmibegrenzung 2.1 gebildeten Zylinderanordmmg 10 eine 
Probenplatte 7 angeordnet, mit welcher eine Vielzahl von Einzelproben 29 aufgebbar ist. 
Die Auftragung der Einzelproben 29 erfolgt im wesentlichen zweidimensional, d.h. die 
Positionen der Einzelproben 29 auf der Probenplatte 7 konnen im wesentlichen durch zwei 
(kartesische) Koordinaten, z.B. in Richtvmg der x-Achse 16 bzw. der y-Achse 17, 
30 angegeben werden. Der Abstand der in der Probenplatte 7 aufgenommenen Einzelproben 
29 zu den ihnen benachbarten Einzelproben liegt im Bereich von wenigen Millimetem, 
vorzugsweise unterhalb von 5 mm. Die in Richtung der z-Achse 1 5 verlaufende axiale 
Erstreckung 7.1 der Probenplatte 7 ist gering gegenuber der Langserstreckung des ersten 
Raumes 2, d.h. des Analyseraumes. Die radiale Erstreckvmg 9 der Probenplatte 7, d.h. ihre 
35 Erstreckung senkrecht zur z-Achse 15, entspricht bevorzugt dem Durchmesser 2.2 des 
ersten Raumes 2. 
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Unter EinfluB einer physikalischen oder chemischen GroBe wandem die Einzelproben in 
Richtung der Probenmigrationsrichtung 14, die im wesentlichen parallel zur z-Achse 15 
(Hochachse) des Trennaufbaus 1 verlSuft, durch das im ersten Raum 2 aufgenommene 
Separationsmedixim 6. Die Migration der Einzelproben 29 durch das Separationsmedium 6 
5 laBt sich z,B, tiber elektrische Krafte, Graviationskrafte, uber Diffusion, Druck- oder 
Konzentrationsgradienten, uber Osmose oder Zentrifugalkrafte herbeifuhren. 

Der Trennaufbau 1 ist so gestaltet, daB die oben genannten physikalischen oder 
chemischen Grofien einzeln oder in Kombination appliziert werden konnen. 

10 

Zur (elektrophoretischen) Separation der Einzelproben 29 mittels elektrischer Krafte 
konnen beispielsweise den Stimseiten des als Analysehohlraum dienenden ersten Raumes 
2 ein erstes Elektrodenelement 4 sowie ein zweites Elektrodenelement 5 zugeordnet sein, 
welche bevorzugt plattenformig ausgebildet sind (vgl. Figur 2). 

15 

Figur 2 zeigt schematisch den Aufbau einer zwischen zwei Elektrodenelementen 4,5 
angeordneten Separationsapparatur 1 mit zwei konzentrisch zueinander aufgenonmienen 
Raumen zur Aufiiahme eines Separationsmediums 6 und einer Isolation 13, sowie einem 
Reservoir zur Aufiiahme eines Puffermediums 31. Das Reservoir kann, z.B. wie in Figur 2 
20 schematisch wiedergegeben ist, dvirch einen konzentrisch aufgenommenen, weiteren Raum 
12 gebildet werden. 

Die beiden konzentrisch zueinander aufgenommenen Raimie 2 bzw. 3 sowie das Reservoir 
bilden eine Zylinderanordniong 10, die an den Stimseiten durch die vorzugsweise 
25 plattenformig konfigurierten Elektrodeneiemente 4 bzw. 5 begrenzt wird. Die 
Elektrodenelemente 4 bzw. 5 tiberdecken die Stimseiten des als Analysehohlraum 
dienenden ersten Raumes 2, und gegebenenfalls auch die Stimseiten des zweiten Raumes 
3. 

30 Die Elektrodenelemente 4 bzw. 5 umfassen jeweils elektrisch leitende Verbindungen, Die 
elektrisch leitenden Verbindungen konnen beispielsweise ein Geflecht enthalten, welches 
auf denjenigen Seiten der Elektrodenelemente 4 bzw. 5 aufgenommen ist, die dem ersten 
Raum 2, d.h. dem das Separationsmedium 6 enthaltenden Raxim, zugewandt sind. Das 
Geflecht kann bevorzugt aus einem korrosionsbestandigen, elektrisch leitendem Material, 

35 wie z.B. Platin, gefertigt werden. 




-34- 



Bei Anlegen einer elektrischen Spannung an die Elektrodenelemente 4 bzw. 5 wandem die 
Einzelproben 29 in Probenmigrationsrichtung 14 vom Elektrodenelement 4 in Richtung auf 
das Elektrodenelement 5 durch das Separationsmedium 6, wobei sie entsprechend ihrer 
elektrophoretischen Mobilitat aufgetrennt werden. 

5 

Der den ersten Raxim 2 umschliefiende, konzentrisch zu diesem angeordnete zweite Raum 
3 kann rings vim die Raumbegrenzung 2.1 des ersten Raumes eine Isolation 13 aufiiehmen, 
welche den radialen Warmeaustausch senkrecht zur z-Achse 15 vinterbindet. Dadurch stellt 
sich in diesem das Separationsmedium 6 enthaltenden Raum 2 ein von einer radialen 

10 (r-)Koordinate xmabhangiger Temperaturverlauf mit einem Gradienten ausschlieBlich in 
Richtung der z-Achse 15 und einem nur imwesentlichen Temperaturabfall in radialer 
Richtung ein (vgl. Figur 7). In Folge dessen dissipiert die bei der Elektrophorese erzeugte 
Joule'sche Warme gemalJ des in Figur 2 schematisch wiedergegebenen Trennaufbaus 1 
ausschlieBlich uber die Stimseiten des ersten Raumes 2. Unter der idealisierenden 

15 Annahme eines ausschlieBlich durch Warmeleitxmg stattfindenden Warmetransports sowie 
einer homogenen elektrischen Leitfahigkeit des Separationsmediums 6 stellt sich in diesem 
ein ausschlieBlich von der z-Koordinate abhangiger Temperaturverlauf ein, der der 
nachfolgend wiedergegebenen quadratischen Beziehung folgt: 

20 

T(z) = Tmax - az^ 

Die Maximaltemperatur Tmax > Bezugszeichen 61, wird im allgemeinen in einer zentralen 
25 Ebene 67 in der Mitte der Zylinderanordnung 10, das ist die bei der Koordinate z = 0 
liegende, durch die x-Achse 16 und die y-Achse 17 aufgespannte Flache, vorliegen, Der 
Umstand, daB im erfmdungsgemaB vorgeschlagenen Trennaufbau 1 kein 
Temperaturgradient in radialer (r-)Richtung auftritt, ist die Voraussetzung dafiir, daB sich 
in radialer Richtung, bezogen auf die Hochachse (z-Achse 15) des ersten Raumes 2, eine 
30 isotrope Viskositat des Separationsmediums 6, sowie eine gleichmaBige lonenmobilitat 
einstellt. Dadurch verlaufen die Migrationsbahnen, entlang denen die Einzelproben 29 in 
Probenmigrationsrichtung 14 das Separationsmedium 6 durchwandem, im wesentlichen 
parallel zur z-Achse 15 ohne radiale Abweichungen. 

35 Der zweite Raum 3 kann dariiber hinaus mit einem Reservoir in Verbindung stehen, 
welches diesen als weiteren Raum 12 in konzentrischer Anordnung umgeben kann. 
Zwischen dem Reservoir 12 vind dem zweiten Raum 3 kann uber eine geeignete 
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Verbindung ein Austausch des Puffermediums 31 erfolgen, der die Einstellimg bzw. 
Aiifrechterhaltung der elektrischen, physikalischen und chemischen Eigenschaften des im 
zweiten Raum 3 enthaltenen Puffermediums 31 xmterstutzt. AuBerdem kami das 
Puffermedium 31 bei der Einstellimg bzw. Aufirechterhaltung der physikalischen, 
5 chemischen und elektrischen Eigenschaften im ersten Raum 2 enthaltenen 
Separationsmediums 6 unterstutzend wirken. 

Vorzugsweise kann d2is (im allgemeinen als fliissige L6sung vorliegende) Puffermedium 
3 1 zur Abfuhr der im Zuge des elektrophoretischen Separationsvorganges freiwerdenden 
10 Joule schen Warme mittels einer im oder am Reservoir vorgesehenen 
Thermostatisiervorrichtung dienen. 

Der Austausch des Puffermediums 3 1 zwischen dem zweiten Raum 3 und dem Reservoir 
kann durch eine Umwalzeinrichtung, z.B. eine Pumpe, vmterstiitzt werden. 

15 

Figur 3 zeigt in schematischer Wiedergabe eine Separationsapparatur 1 mit zugeordneter 
(Online-)Detektionseinrichtung 45 mit beweglichem MeBkopf 46 mit im wesentlichen 
parallel zur z-Achse 15 verlaufender optischer Achse 43 und pimktkonfokaler Anordnung 
von Beleuchtungs- und Detektionsvorrichtxmg. 

20 

Bei der in Figur 3 schematisch dargestellten Detektionseinrichtung 45 handelt es sich mn 
eine pimktkonfokale Detektionseinrichtung, die die von einem im Detektionsbereich 8 
geiegenen Fokuspunkt 22 ausgehende, stimseitig aus der Zylinderanordnung 10 
austretende Strahlung detektiert. Zur Abtastung der gesamten Flache des 
25 Detektionsbereiches 8 des ersten Raumes 2 kann die Detektionseinrichtung 45 in Richtung 
der X- Achse 16 sowie in Richtimg der y- Achse 17 verschiebbar sein. 

Die dem MeBkopf 46 zugeordnete Beleuchtungsvorrichtung umfaBt eine vorzugsweise 
monochromatische, koharente Strahlungsquelle 26, z.B. einen Laser, sowie eine Optik zu 

30 dessen Einkoppelung in den MeBkopf 46. Der Verlauf der von der Strahlungsquelle 26 
ausgehenden Strahlung wird in Figur 3 durch den Illuminations-Strahlengang 20 
angedeutet. Der hier beispielhaft dargestellte Laserstrahl 52 kann z.B. durch eine Linse 27 
aufgefachert werden und trifift dann auf einen dichroitischen Strahlteiler 54, der ihn in 
Richtung einer Optik 1 8 umlenkt. Die Optik 1 8 ist so gestaltet, daR sie die lUuminations- 

35 Strahlxmg 20 mit hoher Numerischer Apertur auf dem in dem Detektionsbereich 8 
geiegenen Fokuspimkt 22 bundelt und gleichzeitig einen maximalen Anteil der von den im 
Fokuspunkt 22 befindlichen Probenfraktionen ausgehenden Strahlung erfaBt und auf den 




-36- 



Detektor 44 biindelt. Durch den im Strahlengang 19 eingefugten dichroitischen Strahlteiler 
54 wird die von den im Fokuspunkt 22 befindlichen Probenfraktionen ausgehende 
Strahlung wellenlangenabhangig von der lUuminations-Strahlung 20 getrennt iind dem 
Detektions-Strahlengang 21 folgend dem Detektor 44 zugefuhrt. Der Detektor 44 
5 produziert ein der aufgenommenen Strahlung entsprechendes, i.a. elektrisches Signal, 
welches an eine Datenaufiiahmeeinheit 30 iibertragen werden kann. 

Mittels der Detektionseinrichtimg 45 kOnnen z,B. optische Eigenschaften, vorzugsweise 
die Fluoreszenz-Intensitat oder -Wellenlange oder das Absorptions- oder 
10 Transmissionsvermogen der Einzelproben 29 ermittelt werden. Die in der Probenplatte 7 
enthaltenen Einzelproben 29 konnen zur Unterstiitzung der Detektion mit 
Markierungsstoffen, z.B. mit fluoreszenten Farbstoffen, versehen werden. 

Der Vorteil der in Figur 3 schematisch wiedergegebenen Detektionseinrichtung 45 in 
15 punktkonfokaler Anordnung ist in ihrem hohen raumlichen Auflosungsvermogen, 
insbesondere in ihrem Auflosungsvermogen in Richtung der x-Achse 16 und der y-Achse 
17, zu sehen. Ein Nachteil der punktkonfokalen Anordnung ist, daJJ jeweils nur von einem 
Fokuspunkt 22 ausgehende Strahlxmg zum Detektor 44 gelangt, so daB zur Abtastung 
(Scannen) der gesamten Detektionsebene 8 die Detektionseinrichtung 45 in Richtung 
20 zweier Koordinaten, z.B. in Richtung der x-Achse 16 sowie in Richtung der y-Achse 17, 
verschoben werden mufi. 

In der Detektionseinrichtung 45 kdnnen mehrere, im wesentlichen gleichartige konfokale 
MeBkopfe 46 zu einem Mehrfach-MeBkopf zusammengefasst werden. Dadurch kann von 
25 mehreren in der Detektionsebene 8 liegenden Fokuspunkten 22 ausgehende Strahlung 
gleichzeitig aufgenommen werden. Dies verringert die Weglange, um die die 
Detektionseinrichtung 45 verschoben werden muB, damit sie beim Abtastvorgang 
(Scannen) die gesamte Detektionsebene 8 erfassen kann. 

30 Im Falle der Auftrennung der Einzelproben 29 durch elektrische Krafte (elektrophoretische 
Separationsapparatur, vgl. Figur 2) kann der MeBkopf 46 bzw. der Mehrfach-MeBkopf der 
Detektionseinrichtung 45 in eines der beiden Elektrodenelemente 4 bzw. 5 integriert sein. 
In diesem Fall wird das Elektrodenelement 4,5 vom MeBkopf 46 bei seiner 
Abtastbewegung mitgefuhrt. Dadurch ergibt sich, uber lange Zeiten gemittelt, innerhalb 

35 des Separationsmediums 6 ein homogenes elektrisches Feld, welches nicht vom MeBkopf 
46 verzerrt wird. Dies ist unter anderem Voraussetzung ftir eine Migration der 
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Einzelproben 29 entlang der Probenmigrationsrichtung 14 im wesentlichen parallel zur z- 
Achse 15. 

Figur 4 zeigt in schematischer Wiedergabe einer Separationsapparatxir mit zugeordneter, 
5 oben liegender (Online-)Detektionseinrichtung 45 mit einem MeBkopf 46 mit orthogonal 
zylindrisch konfokaler Anordnung von Beleuchtungs- und Detektionsvorrichtung. 

Im Gegensatz zu der in Figur 3 wiedergegebenen Anordnxmg mit imten liegender 
Detektionseinrichtung 45 ist die dem in Figur 4 wiedergegebenen Trennaufbau 1 

10 zugeordnete Detektionseinrichtung 45 oberhalb der Zylinderanordnung 10 vorgesehen. Die 
Probenplatte 7 ist am entgegengesetzten stimseitigen Ende der Zylinderanordnung 10 
vorgesehen; von der Probenplatte 7 ausgehend, wandem die Einzelproben 29 in 
Probenmigrationsrichtimg 14 durch das Separationsmedium 6. Der Vorteil der in Figur 4 
wiedergegebenen Anordnung eines Trennaufbaus 1 mit oben liegender 

15 Detektionseinrichtung 45 ist darin zu erblicken, dalJ die bei seiner Verwendung zur 
elektrophoretischen Trennung am oberen Elektrodenelement 4 (vgl. Figur 2) entstehenden 
Gasbleisen, die ansonsten die Detektion beeintrachtigen konnen, sich nicht zwischen dem 
Detektionsbereich 8 und der Detektionseinrichtung 45 ansammeln, sondem seitlich 
aufsteigen konnen. 

20 

Bei der in Figur 4 schematisch dargestellten Detektionseinrichtung 45 handelt es sich um 
eine zylindrisch konfokale Anordnung, die die von einer im Detektionsbereich 8 gelegenen 
Fokuslinie 22 ausgehende, stimseitig aus der Zylinderanordnimg 10 austretende Strahlung 
detektiert. Zur Abtastung der gesamten Flache des Detektionsbereiches 8 des ersten 
25 Raumes 2 muB die Detektionseinrichtung 45 in Richtung von nur einer Koordinate, im 
Beispiel von Figur 4 entlang der Verschiebungsrichtung 42 parallel zur x-Achse 16, 
verschiebbar sein. 

Die dem MeBkopf 46 zugeordnete Beleuchtungsvorrichtung umfaBt eine vorzugsweise 
30 monochromatische, koharente Strahlungsquelle 26, die z.B. als lineare Anordnung (Array) 
von Laserdioden ausgeflihrt sein kann, sowie eine geeignete Optik 1 8 zur Fokussierung der 
Strahlung auf die Fokuslinie 22. Die Optik 18 enthalt eine Anordnung von Zylinderlinsen, 
Mikrolinsen, oder Gradienten-Index-Linsen oder eine Kombination obiger Elemente und 
ist so gestaltet, daB sie die von der Strahlvmgsquelle 26 ausgehende lUuminations- 
35 Strahlung mit hoher Numerischer Apertur auf die in der Detektionsebene 8 gelegene 
Fokuslinie 22 bundelt. 
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Der Verlauf der von der Strahlungsquelle 26 ausgehenden Strahlung wird in Figur 4 durch 
den lUuminations-Strahlengang 20 angedeutet. Die optische Achse des lUuminations- 
Strahlenganges 20 und des Detektions-Strahlenganges 21 liegen schrag, vorzugsweise 
rechtwinklig (orthogonal), zueinander und kreuzen sich auf der Fokuslinie 22 im 
5 Detektionsbereich 8. Altemativ zu einer einzelnen Beleuchtungsvorrichtung, wie sie in 
Figur 4 schematisch dargestellt ist, kSnnen der Detektionseinrichtung 45 auch zwei oder 
mehr Beleuchtungsvorrichtungen zugeordnet sein. Die optischen Achsen der 
lUuminations-Strahlengange 20 aller vorgesehenen Beleuchtungsvorrichtungen und der 
Detektions-Strahlengang 21 schneiden sich in der Fokuslinie 22. 

10 

Durch eine geeignete Optik, im Beispiel der Figur 4 ein Gradienten-Index-Linsenfeld 50, 
wird die von den in der Fokuslinie 22 befindlichen Probenfraktionen ausgehende Strahlung 
auf ein Detektorfeld 56 gebiindelt. Die Eigenschaften der Optik sind so gewahlt, daii die 
Abbildung der in der Fokuslinie 22 befindlichen Probenfraktionen auf das Detektorfeld 56 

15 mit hoher Numerischer Apertur und hoher raumlicher Trennscharfe erfolgt. Im Detektions- 
Strahlengang 21 konnen, z.B. zur Erhohung der spektralen Trennscharfe bei 
wellenlangenabhangiger Detektion, zusatzlich optische Absorptions- oder Interferenzfilter 
vorgesehen sein. Als Detektorfeld 56 ist eine zeilenformige Anordnung von 
Einzeldetektoren, z.B. Photodioden, vorgesehen. Das Detektorfeld 56 erzeugt ein der 

20 eintreffenden Strahlung entsprechendes, im allgemeinen elektrisches Signal, welches einer 
Datenaufhahmeeinheit 30 zugefuhrt werden kann. 

Der Vorteil der in Figur 4 schematisch wiedergegebenen Detektionseinrichtimg 45 in 
orthogonal zylindrisch konfokaler Ausfuhrung ist in ihrem hohen raumlichen 

25 Auflosungsvermogen, insbesondere in ihrem AuflOsungsvermogen (Tiefenscharfe) in 
Richtimg der z- Achse 15, zu sehen. Ein weiterer Vorteil der zylindrisch konfokalen 
Anordnung ist, daC jeweils von einer Fokuslinie 22 ausgehende Strahlung zum 
Detektorfeld 56 gelangt, so daJJ zur Abtastung (Scannen) des gesamten 
Detektionsbereiches 8 die Detektionseinrichtung 45 in Richtung von nur einer Koordinate, 

30 im Beispiel von Figur 4 in Richtung der x- Achse 16, verschoben werden muB. Die 
Verschiebungsrichtimg 42 der Detektionseinrichtung 45 liegt, wie in Figur 4 eingedeutet, 
vorzugsweise rechtwinklig zur Fokuslinie 22. 

In der Detektionseinrichtung 45 kOnnen auch mehrere, im wesentlichen gleichartige 
35 zylindrisch konfokale MeBkOpfe 46 zu einem Mehrfach-MeBkopf zusammengefasst 
werden. Dadurch kann von mehreren im Detektionsbereich 8 liegenden Fokuslinien 22 
ausgehende Strahlung gleichzeitig aufgenommen werden. Dies verringert die Weglange, 
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um die die Detektionseinrichtung 45 verschoben warden muB, damit sie beim 
Abtastvorgang (Scaimen) den gesamten Detektionsbereich 8 erfassen kann. 

Im Falle der Auftrennung der Einzelproben 29 dxirch elektrische Krafte (elektrophoretische 
5 Separationsapparatur, vgl. Figvir 2) kann analog zum pimktkonfokalen MeBkopf (vgl. Figur 
3) auch der zylindrisch konfokale Mefikopf bzw. der Mehrfach-Mefikopf der 
Detektionseinrichtung 45 in eines der beiden Elektrodenelemente 4 bzw, 5 integriert sein. 
In diesem Fall wird das Elektrodenelement 4,5 vom Mefikopf 46 bei seiner 
Abtastbewegung mitgefiihrt. Dadurch ergibt sich, fiber lange Zeiten gemittelt, innerhalb 
10 des Separationsmedixims 6 ein homogenes elektrisches Feld, welches nicht vom MeBkopf 
46 beeintrachtigt wird. Dies ist unter anderem Voraussetzung fur eine Migration der 
Einzelproben 29 entlang der Probenmigrationsrichtung 14 im wesentlichen parallel zur z- 
Achse 15. 

15 

Figur 5 zeigt die schematische Wiedergabe einer Separationsapparatur 1 mit einer seitlich 
angeordneten Beleuchtungseinrichtung und einem stationaren Detektor zur 
zweidimensionalen Bildaufhahme, dessen optische Achse 43 im wesentlichen parallel zur 
Hochachse (z- Achse 15) der Zylinderanordnung 10 orientiert ist. 

20 

Seitlich zur Zylinderanordnung 10, d.h. in im wesentlichen radialer (r-)Richtung zu deren 
Hochachse (z- Achse 15), kann eine Beleuchtungseinrichtimg angeordnet sein. Von einer 
dieser Beleuchtungseinrichtung zugeordneten Strahlimgsquelle 26 ausgehende Strahlung 
fallt auf eine die Strahlung auflfSchemde Vorrichtung, z.B. eine Linse 27, wird durch eine 

25 Linse 28 kollimiert und durchtritt die Zylinderanordnung 10 im wesentlichen senkrecht zur 
z- Achse 15. Durch den in Richtung der y- Achse 17 aufgefacherten Strahl wird ein 
Detektionsbereich 8 ausgeleuchtet, der im Beispiel der Figur 5 innerhalb des 
Separationsmediums 6 nahe seiner stimseitigen, der Probenplatte 7 abgewandten 
Grenzflache liegt. Altemativ zu einem durch die Linsen 27,28 gebildeten zylindrischen 

30 optischen System kann der im Beispiel der Figur 5 zur Illumination dienende Laserstrahl 
52 auch mittels galvanometrischer Umlenkeinrichtungen oder rotierender Polygonspiegel 
aufgefachert werden. 

Um die im allgemeinen auftretende optische Beugung der lUuminations-Strahlung beim 
35 Durchgang durch das Separationsmedium 6 zu unterdriicken, kann im Falle der 
Auftrennung mittels elektrischer Krafte (elektrophoretische Separationsapparatur, vgl. 
Figvir 2) das im zweiten Raum 3 aufgenommene Puflfermedium 31 in seinen chemischen 
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Eigenschaften, z.B. der Konzentration von in ihm gelosten Stoffen, den Eigenschaften des 
im ersten Raum 2 aufgenommenen Separationsmediums 6 vorteilhafterweise angeglichen 
werden. 

5 Auf einer Stimseite der Zylinderanordnung 10, vorzugsweise der der Probenplatte 7 
abgewandten Stimseite, kann eine Detektionseinrichtung 45 aufgenonunen werden. Die 
optische Achse 43 der Detektionseinrichtung 45 liegt im wesentlichen parallel zur 
Hochachse (z- Achse 15) der Zylinderanordnung 10. In dieser Anordnung nimmt die 
Detektionseinrichtung 45 stimseitig aus dem ersten Ravim 2, d.h. dem Analysenraum 
10 austretende Strahlung auf. 

Wie der schematischen Darstellung des Trennaufbaus 1 gemaB Figur 5 dariiber hinaus 
entnehmbar ist, kann an einer Stimseite der Zylinderanordnung 10 eine Optik 18 
angeordnet sein. Die Abbildungseigenschaften der Optik 18 sind so gewahh, dafi eine 

15 zweidimensionale Abbildung der innerhalb des Detektionsbereiches 8 liegenden Bildebene 
24 auf die in der Bildaufnahmeeinheit 23 liegende Abbildungsebene 25 mit hoher 
raumlicher Auflosung und hoher Numerischer Apertur erfolgt. GemaB des in Figur 5 
eingezeichneten Detektions-Strahlenganges 21 wird ein in der Bildebene 24 liegender 
Punkt durch die Optik 18 in die Abbildungsebene 25 an der Vorderseite der 

20 Bildaufnahmeeinheit 23 scharf abbildet. 

Wenn die Bildebene 24 nur einen Teilbereich des Detektionsbereiches 8 abdeckt, so kann 
die Detektionseinrichtimg 45 relativ zur Zylinderanordnung 10 in ein oder zwei 
Koordinatenrichtungen, z.B. in Richtung der x- Achse 16 und in Richtung der y- Achse 17 
25 verschoben werden, um den gesamten Detektionsbereich 8 abzutasten (scannen). 

Die Bildaufnahmeeinheit 23, z.B. eine hochauflosende CCD-Kamera, erzeugt ein der 
auftreffenden Strahlung entsprechendes, im allgemeinen elektrisches Signal, welches an 
eine Datenaufnahmeeinheit 30 ubertragen werden kann. 

30 

Figur 6 zeigt die schematische Wiedergabe einer Separationsapparatur 1 mit seitlich 
angeordneter Beleuchtungseinrichtung und einer stationaren Detektionseinrichtung 45 mit 
im wesentlichen schr^g zur Hochachse (z- Achse 15) verlaufender optischer Achse 43. 

35 Im Gegensatz zu der Darstellung in Figur 5 ist bei der in Figur 6 schematisch 
wiedergegebenen Separationsapparatur 1 die Detektionseinrichtung 45 mit zugeordneter 
Bildaufnahmeeinheit 23 und Optik 18 seitlich zur Zylinderanordnung 10 angeordnet, so 
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dalJ ihre optische Achse 43 zur z-Achse 15 der Zylinderanordnung 10 um den 
Schragsteliungswinkel 41 geneigt ist. Die Detektionseinrichtung 45 nimmt bei dieser 
Anordnung Strahlung auf, welche aus der Zylinderanordnung 10 in wesentlichen seitlich 
durch ein geeignetes Fenster 40 austritt. 

5 

Analog zur Darsteilung der Separationsapparatur in Figvir 5 ist die Strahlungsquelle 26 mit 
dieser nachgeschalteten aufiachemden Linse 27 iind einer Sammeliinse 28 nach wie vor im 
wesentlichen seitlich der Zylinderanordnung 10 vorgesehen. Die von der 
Beleuchtungseinrichtimg durch im wesentlichen seitlich in die Zylinderanordnung 10 
10 einfallende Strahlung illuminierte, ebene Detektionsbereich 8 liegt analog zur Darsteilung 
gemaB Figur 5 im wesentlichen senkrecht zur z- Achse 15 orientiert. 

Seitlich auBerhalb der Raumbegrenzung 2.1 des ersten Raumes 2 ist cine 
Bildaufhahmeeinheit 23 mit einer ihr zugeordneten Optik 18 vorgesehen. Die 

15 Abbildungseigenschaften der Optik 18 sind so gewahlt, daB eine zweidimensionale 
Abbildung der innerhalb des Detektionsbereiches 8 liegenden Bildebene 24 auf die in der 
Bildaufnahmeeinheit 23 liegende Abbildvmgsebene 25 mit hoher raimilicher Auflosung 
und hoher Numerischer Apertur erfolgt. GemSB des in Figur 6 eingezeichneten Detektions- 
Strahlenggmges 21 bildet die Optik 18 einen in der Bildebene 24 liegenden Pvmkt durch das 

20 Fenster 40 in die Abbildungsebene 25 an der Vorderseite der Bildaufiiahmeeinheit 23 
scharf ab. 

Wenn die Bildebene 24 nur einen Teilbereich des Detektionsbereiches 8 abdeckt, so kann 
die Detektionseinrichtung 45 relativ zur Zylinderanordnung 10 verschoben werden, um die 
25 gesamte Detektionsebene 8 abzutasten (scannen). 

Die Bildaufnahmeeinheit 23, z.B. eine hochauflosende CCD-Kamera, erzeugt ein der 
auftreffenden Strahlung entsprechendes, im allgemeinen elektrisches Signed, welches an 
eine Datenaufnahmeeinheit 30 ubertragen werden kann. 

30 

Die in Figur 6 schematisch dargestellte Anordnung der Detektionseinrichtung 45 seitlich 
der Zylinderanordnung 10 kann vorzugsweise zur Detektion von Proben nach AbschluB 
des Separationsvorganges eingesetzt werden. Dazu wird der erste Raum 2, das 
Separationsmedium 6 imd die aufgetrennten Probenfraktionen enthaltend, nach AbschlviB 
35 des Separationsvorganges relativ zum Detektionsbereich 8, vorzugsweise in 
Probenmigrationsrichtung 14, verschoben. Synchron dazu kann die Detektionseinrichtung 
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45 eine Serie von zweidimensionalen Einzelbildem aufnehmen, die durch die 
Datenaufzeichnungseinheit 30 aufgezeichnet werden. 

Figur 7 zeigt die sich einstellenden Warmetransportrichtungen 62 an einer schematisch 
5 wiedergegebenen, zwei konzentrische RSume umfassenden elektrophoretischen 
Separationsapparatiir (vgl. Figur 2) und das sich daraus ergebende, entlang der z-Achse 15 
der Anordnnng vorheixschende Temperaturprofil 60. 

Der erste Raum 2 ist von einem weiteren, konzentrisch zu diesem angeordneten zweiten 

10 Raum 3 umschlossen und bildet mit diesem eine Zylinderanordnung 10. Die Begrenzung 
2.1 des ersten Raums 2 ist durch die parallel zur z-Achse 15 verlaufende Linie angedeutet, 
Der zweite Raum 3 kann eine Isolation 13 aufnehmen, so daB kein Warmeaustausch in 
radialer Richtung zwischen dem das Separationsmedium 6 auftiehmenden ersten Raum 2 
und der Umgebung moglich ist. Die Raume 2 bzw. 3 werden von plattenformig 

15 konfigurierten Elektrodenelementen 4 bzw. 5 an ihren jeweiUgen Stimseiten begrenzt. An 
den plattenformig konfigurierten Elektrodenelementen 4 bzw. 5 sind elektrisch leitende 
Verbindungen enthalten, um eine Spannung zwischen den Elektrodenelementen 4 bzw. 5 
anzulegen, welche eine Wanderung der Einzelproben 29 aus der Probenplatte 7 in 
Probenmigrationsrichtvmg 14 im wesentlichen parallel zur z-Achse 15 hervorruft. Die im 

20 Zuge des elektrophoretischen Separationsvorganges entstehende Joule 'sche Warme 
dissipiert idealerweise ausschliefilich ilber die stimseitigen Flachen des ersten Raumes 2 in 
die Umgebung, so daB sich aufgrund des fehlenden Temperaturgradienten in radialer 
Richtung eine durch die in Figur 7 eingezeichneten Doppelpfeile dargestellte 
Warmetransportrichtung 62 von der zentralen Ebene 67 ausgehend auf die 

25 Elektrodenelemente 4 bzw. 5 zu einstellt. Im Inneren des ersten Raumes 2 bildet sich 
dadurch ein in Figur 7 wiedergegebenes Temperaturprofil 60 aus, welches durch einen 
lediglich in Richtung der z-Achse 15 vorherrschenden Temperaturgradienten 
charakterisiert ist. Der Verlauf dieses fur die erfindungsgemaB vorgeschlagene 
elektrophoretische Separationsapparatur charakteristischen Temperaturprofils soil im 

30 folgenden kurz hergeleitet werden: 

Die elektrische Leistungsdichte p innerhalb des elektrophoretischen Trennaufbaus 1 
(Separationsapparatur) ist durch das Skalarprodukt des elektrischen Feldvektors E und des 
Stromdichtevektors j gegeben: 

35 

p = ^ • 7 = [wW]. 
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Im Falle einer idealen thermischen Isolierung in radialer Richtung und einer homogenen 
elektrischen Leitfahigkeit des Separationsmediums 6, stellt sich ein Warmetransport nur in 
5 Richtung der Warmetransportrichtimg 62 im wesentlichen parallel zur z-Achse 15 des 
Trennaufbaus 1 ein. In diesem Falle h9ngt der Warmeflufidichte q lediglich von der z- 
Koordinate und der elektrischen Leistungsdichte p (betrachtet im stationaren Zustand) ab 
und wird durch das nachfolgend wiedergegebene Integral uber die z-Achse 15 beschrieben: 

10 

0 

15 ^(z) - [W/m^] Warmeflufidichte-Vektor an der Position z 

= Einheitsvektor in z-Richtung 

E(z) = [V/m] elektrischer Feldvektor an der Position z' 
j(z)= [A/m^] Stromdichte-Vektor an der Position z' 

20 Daraus lasst sich die idealerweise ausschliefilich von der z-Koordinate abhangige 
Temperatur T(z) mittels des nachfolgend wiedergegebenen Integrals bestimmen: 

T(z) = T^x - k • ]^ q(z') dz', k = const. 

0 

Das parallel zur z-Achse 15 vorherrschende Temperaturprofil 60 ist durch eine 
25 Maxim2iltemperatur Tmax 61 in der zentralen Ebene 67 mit der Koordinate z = 0 
gekennzeichnet. Von der Maximaltemperatur Tmax 61 ausgehend, stellt sich eine 
Temperaturabnahme zu den beiden stimseitigen Enden der Zylinderanordnung 10 ein, d.h. 
in Richtung zu- bzw. abnehmender z-Koordinate auf das erste Raumende 64 an der 
Position +z/2 bzw. das zweite Raumende 65 an der Position -z/2 zu. Wird die elektrische 
30 Leistimgsdichte p(z) uber das gesamte Separationsmedium 6 als homogen angenommen, 
nimmt das Temperaturprofil 60 den in Figur 7 wiedergegebenen, quadratisch von der z- 
Koordinate abhangigen Verlauf an. Bei praktischen Anwendungen konnen jedoch 
aufgrund von sich einstellenden Ungenauigkeiten, Temperaturschwemkungen oder 
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Chargenverteilxingsschwankungen Inhomogenitaten auftreten und zu einer nicht- 
quadratischen Temperaturverteilung fuhren. 

5 Beispiel: 

Ein Trennaufbau 1 wurde unter verschiedenen Versuchsbedingungen zur Trennung von 
Proben mittels Elektrohorese getestet. Als Online-Detektions- und Datenaufnahmeeinheit 
diente der Prototyp eines ARAKIS-Sequenziergerates. Die Beleuchtung des 
10 Detektionsbereiches 8 erfolgte senkrecht zur Probenmigrationsrichtung 14) dvirch einen 
Helium-Neon-Laser der Wellenlange 594 nm (gelb) mit einer optischen Leistung von 3 W. 
Der Laser ist ebenfalls Bestandteil des ARAKIS-Sequenziergerates. 

Als Separationsmedium 6 wurde Polyacrylamid-Gel in verschiedenen Konzentrationen 
15 zwischen 10 und 20% eingesetzt. Die Separationsdistanz betrug 6 cm (z-Richtung) und der 
Durchmesser des das Separationsmedium 6 aufiiehmenden ersten Raumes 2 betrug 
ebenfalls 6 cm. Bei der DNA-Sequenzierung werden imter diesen Bedingungen in einem 
standardisierten zweidimensionalen Gel Sequenzen mit einer Lesbarkeit von bis zu 150 bp 
Lange (bp = Basenpaare) erhzdten. 

20 

Die elektrophoretische Leistung war auf 10 W begrenzt, wodurch sich eine Spannung von 
etwa 60 V zwischen den Elektroden 4, 5 einstellte. Dies entspricht bei einer 
Separationsdistanz von 6 cm einer elektrische Feldstarke von etwa 10 V/cm. 

25 Die mit dem skizzierten Trennaufbau 1 unter oben angegebenen Bedingungen erhahenen 
Resultate zeigten, dalJ DNA-Fragmente in einem Zeitraum von 4 bis 6 Stunden den 
Detektionsbereich erreichten, ohne daJi sich ein Einflufi thermischer Effekte wie zum 
Beispiel ungleichmaBige Banden-Migration („Smiling"-Effekt) bemerkbar machte. 

30 Unter den oben genannten Bedingungen lag die Auftrennung der Banden jedoch stets 
unterhalb der Einzelbasen-Auflosung, selbst bei einer Erhohung der Gel-Konzentration auf 
bis zu 20%. Als begrenzende Faktoren fur die Trennleistung (Auflosung) wird die 
provisorische Art und Weise der Detektion, die starke Diffusion der Proben aufgrund ihrer 
langen Migrationszeit im schwachen elektrischen Feld xmd die nach langer Migrationszeit 

35 eintretende Erschopfung der Pufferkapazitat angesehen. 
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Wurde die Separationsdistanz in einem modifizierten Treimaufbau 1 auf 10 cm 
ausgedehnt, konnte dennoch Einzelbasen-AuflSsung erzielt werden. DNA- 
Sequenzienmgen, die xrnter diesen Bedingungen durchgefiihrt wurden, lieferten lesbare 
DNA-Sequenzen von etwa 50 bp (Basenpaare) LSnge, was fur Gen-Identifikation im 

5 Rahmen von Expressionsstudien ("signature sequencing") als ausreichend angesehen wird. 
Das erfindxmgsgemaBe Verfahren eignet sich weiterhin fur Simultan-DNA- und Protein- 
Sequenzierungen einer komplexen Anzahl von Einzelproben 29 im Rahmen von 
"Shotgun"-Sequenzierungen, paralielen "signature"-Sequenzierungen und fiir 
Sequenzienmgen im Rahmen der Protein- und Expressionsanalyse, Die Dichte des im 

10 Trennaufbau 1 verwendeten Proben-Auftrages 7 bei den durchgefuhrten Experimenten 
betrug 2 mm Abstand zwischen den Einzelproben 29. Eine hohere Packungsdichte des 
Probenauftrages 7 bis auf Abstande unterhalb von 1 mm ist moglich. 
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Bezugszeichenliste 





1 


Trennaufbau (Separationsapparatur) 


5 


2 


erster Raum (hohl) 




2.1 


Raumbegrenzung 




2.2 


Durchmesser erster Raum 




3 


zweiter Raum 




3.1 


Raumbegrenzung 


10 


3.2 


Durchmesser zweiter Raum 




4 


erstes Elektrodenelement 




5 


zweites Elektrodenelement 




6 


Separationsmedium 




7 


Probenplatte 


15 


7.1 


Axiale Erstreckung (der Probenplatte) 




8 


Detektionsbereich 




9 


Radialerstreckung (der Probenplatte) 




10 


Zylinderanordnving 




11 


Boden 


20 


12 


weiterer Raum (Reservoir) 




13 


Isolation 




14 


Probenmigrationsrichtung 




15 


z-Achse 




16 


x-Achse 


25 


17 


y-Achse 




18 


Optik 




19 


Strahlengang 




20 


Illuminations-Strahlengang 




21 


Detektions-Strahlengang 


30 


22 


Fokuspunkt/Fokuslinie 




23 


Bildaufn£ihmeeinheit 




24 


Bildebene 




25 


Abbildungsebene 




26 


Strahlungsquelle 


35 


27 


Linse (zur Strahl-Auffacherung) 




28 


Sammellinse 




29 


Einzelproben 



47 



30 Datenaufhahmeeinheit 

3 1 Puffermedium 

40 Fenster 

41 Schragstellungswinkel a 
5 42 Verschiebungsrichtung 

43 Optische Achse 

44 Detektor 

45 Detektionseinrichtung 

46 (konfokaler) MeBkopf 

10 50 Gradienten-Index-Linsenfeld 

52 Laserstrahl 

54 dichroitischer Strahlteiler 

56 Detektorfeld 

60 Temperaturprofil 

15 61 Maximaltemperatur Tmax 

62 Warmetransportrichtung 

64 erstes Raximende (+ z/2) 

65 zweites Raumende (- z/2) 
67 zentrale Ebene 

20 



25 



30 



35 



-48- 



Patentanspriiche 

Verfahren zum parallelen Auftrennen einer Vielzahl von Einzelproben (29) in 
einem Separationsmedium (6) mit nachfolgenden Verfahrensschritten: 

a) In einem ersten Raum (2), der sich wesentlich uber alle drei Raximkoordinaten 
erstreckt, ist das Sepgirationsmedium (6) enthalten, 

b) Es wird eine Vielzahl von Einzelproben (29) nahe einer Grenzflache des ersten 
Raumes (2) angeordnet, 

c) Die Einzelproben (29) werden im wesentlichen derart angeordnet, daB sich ihre 
Schwerpunktpositionen durch zwei Koordinaten beschreiben lassen, 

d) Unter Einflufi einer oder mehrerer physikalischen oder chemischer GroBen 
erfolgt das Wandem der Einzelproben (29) dvirch das Separationsmedium (6) 
und 

e) Es erfolgt eine Detektion der Probenfraktionen, und altemativ oder erganzend 
ein praparatives Aufsammeln der Probenfraktionen. 

Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB wShrend der Migration 
eine Detektion der Einzelproben (29) in ausgewahlten Bereichen innerhalb des 
Separationsmediums (6) oder nahe einer Grenzflache des Separationsmediums (6) 
erfolgt. 

Verfahren gemaB der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB nach 
AbschluB der Migration der Einzelproben (29) eine Detektion durch eine 3D- 
Datenaufnahme, vorzugsweise durch ein 3D-Bildaufnahmeverfahren, erfolgt. 

Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Probenfraktionen nach Durchlaufen des 
Separationsmediums (6) oder nach AbschluB der Separation, vorzugsweise von 
einer Fraktionssammelvorrichtung, aufgenommen werden. 
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5. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Separationsmedixim (6) nach AbschluB der Separation in 
Scheiben zerlegt wird, die dann durch ein 2D-Detektionsverfahren ausgewertet 
werden konnen, und aus denen ergSnzend oder altemativ einzelne Probenfraktionen 

5 gesammeit werden konnen. 

6. Verfahren gemafi eiiiem oder mehrerer der AnsprUche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB Elektrodenelemente (4, 5) derart angeordnet werden, daB bei 
Anlegen einer elektrischen Spannung die Einzelproben (29) im wesentlichen 

10 senkrecht zur Ebene ihrer Auftragung durch das Separationsmedium (6) migrieren. 

7. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekermzeichnet, daB im ersten Raum (2) eine Temperaturverteilung erzeugt und 
aufrechterhalten wird, die im wesentUchen von einer senkrecht zur 

15 Probenmigrationsrichtung (14) verlaufenden Koordinate unabhangig ist. 

8. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 6 bis 7, dadurch 
gekeimzeichnet, daB der erste Raum (2) senkrecht zur Probenmigrationsrichtung 
(14) thermisch isoliert ist. 

20 

9. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 6 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, daB im ersten Raum (2) xmd/oder im weiteren Raum (3) an der 
jeweiligen Oberflache mit dem FlSchennormal senkrecht zur 
Probenmigrationsrichtung (14) mittels einer Temperiervorrichtung entlang der 

25 Prbbenmigrationsrichtimg (14) ein Temperaturprofil (60) erzeugt und 

aufrechterhalten wird, welches im wesentHchen demjenigen Temperaturprofil 
entlang der Probenmigrationrichtimg (14) im Zentrum des ersten Raums (2) 
entspricht. 

30 10. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 6 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB im ersten Raum (2) und/oder im weiteren Raum (3) an deren 
jeweiligen Stimflachen mit dem Flachennormal in oder gegen die 
Probenmigrationsrichtung (14) mittels einer Temperiervorrichtung die elektrisch 
umgesetzte Joule 'sche WSrme abgefuhrt wird. 

35 

11. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 6 bis 10, dadurch 
gekermzeichnet, daB der erste Raum (2) von einem weiteren Raum (3) umschlossen 



12. 

5 

13. 

10 

14. 

15 

15. 

20 

16. 

25 



17. 

30 

18. 

35 
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ist, in welchem ein LOsungsmittel, Elektrolyt oder Puffermedium (31) enthalten ist, 
welches mit den Elektrodenelementen (4, 5) in Kontakt steht. 

Verfahren gemafi einem oder mehrerer der Anspruche 6 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, daB zwischen den Elektrodenelementen (4, 5) durch Umwalzimg 
ein Austausch der sie nmgebenden Flussigkeiten (31) erfolgt. 

Verfahren gemafi einem oder mehrerer der Anspruche 6 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Separationsmedium (6) im ersten Raum (2) derart 
dimensioniert ist, dafl sich ein Verhaltnis seiner Radialerstreckving (9) zu seiner 
Langserstreckung (15) von > 0,5, vorzugsweise > 1 einstellt. 

Verfahren gemafi einem oder mehrerer der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi als Separationsmedium (6) Polyacrylamid, Agarose, oder 
Hydroxylzellulose im ersten Raum (2) enthalten ist. 



Verfahren gemSfi einem oder mehrerer der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi der Probenauftrag durch zweidimensionales Anordnen der 
Einzelproben (29) in oder auf einer im wesentlichen zweidimensionalen 
Probenplatte erfolgt, die von aufien in die Trennvorrichtung (1) eingefuhrt werden 
kaim, Oder die Teil des Separationsmediums (6) ist. 

Verfahren gemafi Anspruch 15, dadxirch gekennzeichnet, dafi die Einzelproben (29) 
in oder auf der Probenplatte ortlich fixiert sind, vorzugsweise durch eine porOse 
Tragerschicht, oder in bzw. auf im wesentlichen zweidimensional angeordneten 
punktformigen Vertiefungen oder Erhebimgen der Probenplatte. 

Verfahren gemafi Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
Einzelproben (29) durch elektrische oder magnetische Krafte in oder auf der 
Probenplatte lokalisierbar sind. 

Verfahren gemafi einem oder mehrerer der Anspruche 15 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Einzelproben (29) zwischen verschiedenen Probenplatten, 
vorzugsweise durch Druck, Diffusion, elektrische oder magnetische Krafte 
iibertragen werden konnen. 
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19. Verfahren gemalJ einem oder mehrerer der Anspruche 15 bis 18, dadurch 
gekennzeichnet, daB in oder auf den Probenplatten chemische Reaktionen, 
physikalische Behandlungen, Messxmgen oder Separationen nach einem oder 
mehreren Parametem durchgeflihrt werden. 

5 

20. Verfahren gem^ einem oder mehrerer der Anspruche 15 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Einzelproben (29) an oder in Partikeln, vorzugsweise in 
Wirtsorganismen, z.B. Hefen, Bakterien oder sogenannten Kompetenten Zellen, 
vorliegen. 

10 

21. Verfahren zur Verteiiimg von Partikeln in oder auf einer Probenplatte, dadurch 
gekennzeichnet, dass eine Vorrichtung oder Verfahren eingesetzt wird, bei dem die 
Partikel entsprechend gemessener physikalischer oder chemischer Eigenschaften 
verteilt werden. 

15 

22. Verfahren gemafi Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB zur 2-dimensionalen 
Verteilung von Partikeln, vorzugsweise von Wirtsorganismen, z.B. Hefen, 
Bakterien oder sogenannten Kompetenten Zellen, eine Vorrichtung oder Verfahren 
eingesetzt wird, bei dem diese aufgrund gemessener Eigenschaften, vorzugsweise 

20 in oder auf einer Probenplatte, verteilt werden. 

23. Verfahren gemaB Anspruch 21 oder 22, dadurch gekennzeichnet, daB zur 
zweidimensionalen Verteilung der Partikel eine Vorrichtung oder Verfahren 
eingesetzt wird, bei dem die Partikel, beispielsweise durch einen Cell Sorter oder 

25 einen Fluoreszenz-Aktivierten Cell Sorter (FACS), vorzugsweise in oder auf einer 

Probenplatte, verteilt werden. 

24. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 21 bis 23, dadurch 
gekennzeichnet, daB Wirtsorganismen, z.B. Hefen, Bakterien Kompetente Zellen, 

30 aufgrund in ihnen produzierter Farbstoffe (z.B. GFP = Grun Fluoreszierende 

Proteine), vorzugsweise in oder auf einer Probenplatte verteilt werden. 

25. Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 15 bis 24, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Einzelproben (29) aus einzelnen Molekixlen oder einer 

35 Vielzahl vorzugsweise gleichartiger Molekule, vorzugsweise in oder auf einer 

Probenplatte vervielfacht werden. 
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26. Verfahren gemaB Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB die Einzelproben (29) 
durch Klonen und anschlieBende selektive Vermehrung vervielfacht werden, und 
zwar vorzugsweise in oder auf einer Probenplatte, in die Wirtsorganismen, wie z.B, 
Hefen, Bakterien oder sogenannte Kompetente Zellen, mittels der Verfahren 

5 gemafi den Anspruchen 2 1 -24 verteilt wurden. 

27. Verfahren gemafi einem oder mehrerer der Anspriiche 23 bis 26, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Einzelproben (29) dnrch PGR vervielfacht werden. 

10 28. Verfahren gemafi einem oder mehrerer der Anspriiche 15 bis 27, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Einzelproben (29) als Fraktionen einer Vorseparation einer 
oder mehrerer Ursprungsprobe(n) in oder auf einer Probenplatte angeordnet 
werden. 

15 29. Verfahren gemafi Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dafi die Probenplatte aus 
einem Separationsmedium (6) besteht oder ein Separationsmedixmi (6) enthalt, und 
die Anordnung der Fraktionen durch Separation einer oder mehrerer Proben in der 
Probenplatte erfolgt. 

20 30. Verfahren gemafi Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dafi die Proben ihrerseits 
Fraktionen einer oder mehreren vorhergehenden Separation(en) mit vorzugsweise 
anderen Trenneigenschaften sind, die durch praparativen Ubertrag auf die 
Probenplatte transferiert wurden. 

25 31. Verfahren gemafi einem oder mehrerer der Anspruche 28 bis 30, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Verfahren zur Analyse von Proteingemischen oder zur 
Analyse metabolischer Produkte eingesetzt wird. 

32. Verfahren gemafi einem oder mehrerer der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
30 gekennzeichnet, dafi die Detektion der Probenfraktionen mittels einer konfokalen 

Detektionseinrichtung (45), wie einer punkt- oder zylindrisch- konfokalen 
Detektionseinrichtung, erfolgt. 

33. Verfahren gemafi Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dafi die Detektion mit 
35 einer einen konfokalen Mehrfach-Messkopf (46) enthaltenden konfokalen 

Detektionseinrichtung (45) erfolgt. 
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Verfahren gemafi einem oder mehrerer der Anspruche 32 bis 33, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Detektion der Probenfraktionen mit einer 
Detektionseinrichtung (45) mit einem Mehrfach-Messkopf (46) erfolgt, dessen 
Optik ein Gradienten-Index-Linsen-Feld (50), ein Mikrolinsenfeld, ein 
Zylinderlinsensystem oder eine Kombination dieser Elemente umfaBt. 

Verfahren gemafi einem oder mehrerer der Anspruche 32 bis 34, dadiirch 
gekennzeichnet, daB die Detektionseinrichtung (45) in x, y; r, co-Richtung in Bezug 
auf einen Detektionsbereich (8) des ersten Raumes (2) verfahrbar ist. 

Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 32 bis 35, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Elektrodenelemente (4, 5) in die Detektionseinrichtung 
(45) integriert sind und sich mit dieser bewegen. 

Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 1 bis 31, dadurch 
gekennzeichnet, daB zur Detektion der Probenfraktionen eine bildgebende Optik 
mit Bildaufhahmeverfahren verwendet wird, deren optische Achse (43) im 
wesentlichen parallel zur Probenmigrationsrichtung (14) der Einzelproben (29) 
verlauft. 

Verfahren gemafi einem oder mehrerer der Anspruche 1 bis 31, dadurch 
gekennzeichnet, dafi zur Detektion der Probenfraktionen eine bildgebende Optik 
mit Bildaufiiahmeverfahren verwendet wird, deren optische Achse im wesentlichen 
schrag zur Probenmigrationsrichtung (14) verlauft. 

Verfahren gemaB Anspruch 37 oder 38, dadurch gekennzeichnet, daB zur optischen 
Anregung der Probenfragmente ein oder mehrere Laserstrahl(en) (52, 53) durch 
eine Zyiinderoptik (27, 28) facherformig aufgeweitet oder durch bewegte bzw, 
rotierende Spiegel seitHch oder schrag zur Probenmigrationsrichtung (14) so in das 
Separationsmedium (6) projiziert wird/werden, dafi in diesem ein ebener 
Detektionsbereich (8) ausgeleuchtet wird. 

Verfahren gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 32 bis 39, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Einzelproben (29) mit Farbstofifen, vorzugsweise mit 
fluoreszierenden Farbstoffen, markiert sind. 
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Vorrichtung zur Durchftihrung des Verfahrens gemaB einem oder mehrerer der 
vorhergehenden Anspruche, dadiurch gekennzeichnet, daB 

a) der Trennaufbau (1) einen vorzugsweise zylindrischen Hohlraum (2) 
umfasst, der sich wesentlich uber 3 Raumkoordinaten erstreckt, 

b) der Hohlraum (2) so gestaltet ist, daB er mit einem Separationsmedium 
(6) befuUt werden kami, 

c) dem Tremiaufbau (1) eine Vorrichtung zugeordnet ist, die es ermoglicht, 
dem Separationsmedium (6) an einer Stimseite aufzutrennende Proben 
(28), im wesentlichen 2-dimensional in einer Ebene angeordnet, 
zuzufuhren, 

d) der Trennaufbau (1) so gestaltet ist, daB auf die Proben mindestens eine 
oder mehrere der folgenden physikalischen oder chemischen GroBen 
wirken kann: ein elektrisches Feld, ein Druckgradient, eine osmotische 
Kraft, Gravitation, Zentriftigalkraft und 

e) dem Trennaufbau (1) eine Vorrichtung zur Detektion der 
Probenfraktionen, bzw. eine Vorrichtung zum praparativem 
Aufsammeln der Probenfraktionen, zugeordnet ist 

Vorrichtung gemafi Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, daB dem Trennaufbau 
(1) eine Online-Detektionseinrichtung zugeordnet ist, die emittierte Strahlung nur 
aus einem im wesentlichen ebenen Detektionsbereich (8), vorzugsweise nahe einer 
Grenzschicht des Separationsmediums (6) aufnimmt, durch die die 
Probenfraktionen hindurch migrieren. 

Vorrichtung gemaB Anspruch 41 oder 42, dadurch gekennzeichnet, daB dem 
Trennaufbau (1) eine dreidimensionalePhotodetektionseinrichtung zugeordnet ist, 
die Probenfraktionen im gesamten Separationskorper oder einem Teilvolumen 
davon detektieren kaim in der Weise, daB jedem Volumenelement des 
Separationskorpers eine Intensitat xmd ein dreidimensionaler Ortsvektor 
zugeordnet wird. 
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Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 41 bis 43, dadurch 
gekennzeichnet, dafl dem Trennaufbau (1) eine Fraktionssammelvorrichtung 
zugeordnet ist, welche enthalt: 

a) einen Transportmechanismus fur Flatten oder Schichten, z.B. Membranen, 
die durch den Transportmechanismus periodisch an einer Gren2rflache des 
Separationskorpers gewechselt werden, so daB die dort austretenden 
Probenfraktionen je nach Retentionszeit auf verschiedenen Flatten, oder 
Teilflachen einer Schicht oder Membran, gebunden werden oder 

b) einem Kapillaren-Array mit Eintrittsoffnungenen nahe einer Grenzflache 
des Separationsmediums (6) und Austrittsoffhnngen uber einer 
Fraktionssammelvorrichtung, vorzugsweise einer 
Fraktionssammelvorrichtung fur Mikrotiterplatten, so daB die 
Frobenfraktionen beim Austritt aus dem Separationskorper durch das 
Kapillaren-Array aus dem Trennaufbau (1) vorzugsv^eise durch AnschluB 
einer Fneumatik oder durch elektrische Felder herausgefuhrt werden 
konnen. 

Vorrichtung gemSB einem oder mehrerer der Anspruche 41 bis 44, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Trennaufbau (1) so gestaltet ist daB 

a) sich an zwei Seiten (Stimseiten) des Hohlraums (2) Elektroden (4, 5) 
befinden, 

b) die Raume zwischen Elektroden (4, 5) und Separationsmedium (6) mit einer 
Fliissigkeit, vorzugsweise mit einem Fuffermedium (31) aufgefullt werden 
konnen 

c) an den Stimflachen eine Warmeabfuhr gewahrleistet ist, durch eine 
Temperiervorrichtung mit Fuffermedium (31) als Warmetransportmedium, 
welches vom Zentrum (67) in Radialrichtung (9, 16) zur Peripherie oder in 
entgegengesetzter Richtung bewegt wird. 

Vorrichtxmg gemaB Anspruch 45, dadurch gekennzeichnet, daB der Hohlraum (2) in 
radialer Richtung thermisch isoliert ist. 
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47. Vorrichtung gemaB Anspruch 45 oder 46, dadurch gekennzeichnet, daB entlang der 
Hochachse (15) eine Profiltemperiervorrichtung vorgesehen ist. 

48. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 45 bis 47, dadurch 
5 gekennzeichnet, daB eine Umwalzeinrichtung, z.B. eine Pumpe, zur Zirkuiation des 

Puffermediums (31) vorgesehen ist. 

49. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 45 bis 48, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Radius-ZLangenverhaltnis (9, 15) des ersten Raimies (2) 

10 r/Z groBer 0,5, bevorzugt grOBer 1 ist. 

50. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 41 bis 44, dadurch 
gekennzeichnet, daB, vorzugsweise an einer der Stimflachen des 
Separationsmediums (6), ein Gas- oder Flussigkeitsdruck aufgebaut werden kann. 

15 

51. Vorrichtimg gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 41 bis 44, dadurch 
gekennzeichnet, dafi der Trennaufbau 81) so gestaltet ist, daB er 
Zentrifugalbeschleimigungen ausgesetzt werden kann. 

20 52. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 41 bis 51, dadurch 
gekennzeichnet, daB dem Trennaufbau (1) ein MeBkopf, vorzugsweise ein 
Mehrfach-MeBkopf (46), zugeordnet ist, bei dem die objektseitigen Fokuspunkte 
von Beleuchtungs- und Detektions-Strahlengangen (punkt-)konfokal 
aufeinanderliegen. 

25 

53. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 41 bis 51, dadurch 
gekennzeichnet, daB dem Trennaufbau ein MeBkopf, vorzugsweise ein Mehrfach- 
MeBkopf, zugeordnet ist, bei dem die objektseitigen Fokuslinien von Beleuchtungs- 
und Detektions-Strahlengangen (zylindrisch)-konfokal aufeinanderliegen. 

30 

54. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 52 oder 53, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Detektionseinrichtung (45) in eine der Elektroden (4, 5) 
integriert ist und mit dieser eine ein- oder mehrdimensionale Scanbewegung relativ 
zum Separationsmedium (6) durchfuhrt. 

35 

55. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 41 bis 51, dadurch 
gekennzeichnet, daB eine Photodetektionseinrichtung (45) vorgesehen ist, welche 
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a) uber eine Beleuchtungseinrichtung verfugt, die einen im wesentlichen 
zweidimensionalen, ebenen Detektionsbereich (8) im Separationsmedium 
(6) Oder nahe einer Grenzflache des Separationsmediums (6) beleuchtet, 
vorzugsweise durch eine koharente Lichtquelle (26), wie z.B. einen Laser, 
weicher zu diesem Zweck durch eine entsprechende Optik oder durch eine 
Scanbewegung eines Reflektors aufgefachert wird und 

b) uber ein optisches System verfugt, welches den Detektionsbereich (8) 
bildhaft (zweidimensional) auf einen Bilddetektor (23, 24) abbiidet. 

Vorrichtung gemaB Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet, dafi die optische Achse 
(43) der Detektionseinrichtung (45) im wesentlichen in oder gegen die 
Probenmigrationsrichtung (14) verlauft, und die optische Achse (43) der 
Beleuchtungseinrichtimg im wesentlichen senkrecht zur Probenmigrationsrichtung 
(14) verlauft. 

Vorrichtung gemaB Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet, dafi die optische Achse 
(43) der Detektionseinrichtung (45) schrag zur Probenmigrationsrichtung (14) 
verlauft, und die optische Achse der Beleuchtungseinrichtung (26) im wesentlichen 
senkrecht zur Probenmigrationsrichtung (14) verlauft, oder dafi die optische Achse 
der Beleuchtungseinrichtung (26) ebenfalls schrag zur Probenmigrationsrichtung 
(14), beispielsweise senkrecht zur optischen Achse der Detektionseinrichtung (45), 
verlauft. 

Vorrichtvmg gemaB Anspruch 56 oder 57, dadurch gekennzeichnet, daB an die 
Detektionseinrichtxmg (45) ein Datenaufzeichnungsgerat (30) angeschlossen ist, 
welches Daten wahrend des Separationsvorganges (im Sinne einer Online- 
Detektion) aufzeichnet. 

Vorrichtung gemaB Anspruch 55 zur Aufhahme einer dreidimensionalen Abbildung 
gemaB Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) die optische Achse (43) der Detektionseinrichtung (45) schrag zur optischen 
Achse der Beleuchtungseinrichtung (26), vorzugsweise senkrecht zur optischen 
Achse (43) der Beleuchtungseinrichtung (26), verlauft 
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b) die Bildaufiiahmevorrichtung (23) liber einen Translationsmechanismus 
verfiigt, der eine relative Translationsbewegung, vorzugsweise bezuglich des 
Separationsmediums (6), dvirchfuhren kann 

c) die Bildaufiiahmevorrichtung (23) tiber ein Datenaufzeichnungsgerat verfugt, 
welches wahrend der Translationsbewegung Daten aufzeichnet, 

Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspriiche 41 bis 59, dadurch 
gekennzeichnet, daB dem Trennaufbau (6) ein Formteil zur Herstellung 
zweidimensional angeordneter Vertiefungen in einer der Grenzflachen des 
Separationsmediums (6) oder in einer separaten Schicht (Probenplatte) zugeordnet 
ist. 

Vorrichtung gemaB Anspnich 60, dadurch gekennzeichnet, daB die separate Sehieht 
(Probenplatte) 

a) sich wesentlich uber zwei Dimensionen erstrecken, und 

b) vorzugsweise ganz oder teilweise aus porosem oder permeablem Material 
aufgebaut sind, und Poren enthalten kann, 

c) so gestaltet sind, daB Proben in ihnen ortlich fixiert werden konnen, 

d) so gestaltet sind, daB ein Probentransport in Richtung der Flachennormalen, 
oder entgegen der Flachennormalen, oder vorzugsweise in beide Richtungen 
moglich ist 

e) temperaturresistent sind ^ 

f) fur mindestens eine Zellkultur geeignet sind 

g) ein zur Separation von Probengemischen geeignetes Medium enthalten und 

h) transparent sind. 

Vorrichtung gemaB Anspruch 61, dadurch gekennzeichnet, daB auf ihrer 
Oberfiache Vertiefungen 2-dimensional angeordnet sind. 

Vorrichtung gemaB einem der Anspriiche 61 oder 62, dadurch gekennzeichnet, daB 
in ihnen oder auf ihrer Oberflache Elektroden oder magnetische, oder 
magnetisierbare Partikel zweidimensional angeordnet sind. 
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64. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 61bis 63, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Probenplatten zur Separation von Probengemischen 
geeignetes Medium, z.B. Agarose oder Polyacrylamid enthalten. 

5 65. Vorrichtung gem^ einem oder mehrerer der Anspruche 61 bis 64, dadurch 
gekennzeichnet, dafi sie einer Vorrichtung gemafi einem oder mehrerer der 
Anspruche 41 bis 52 zugeordnet sind. 

66. Vorrichtung gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 61 bis 65, dadurch 
10 gekennzeichnet, dafi sie bei einem Verfahren gemafi einem oder mehrerer der 

Anspruche 1 bis 40 eingesetzt werden. 

67. Vorrichtung zum Beflillen von Probenplatten zum Einsatz in einem Verfahren 
gemaB einem oder mehrerer der Anspruche 1 bis 40, dadurch gekennzeichnet, 

15 

a) dafi die Partikel gesteuert durch ein Sortiergerat, z.B ein FACS-Gerat, oder 
einen Zellsortierer ausgewahlt werden, z.B. durch Auslenken in Richtung 
einer Lochblende und 

20 b) dafi die Positionierung der ausgewahlten Partikel auf der Probenplatte durch 

eine Translationsvorrichtung erfolgt, deren Translationsbewegung durch das 
Sortiergerat gesteuert wird. 

68. Vorrichtung gemafi einem oder mehreren der Anspruche 41 bis 67, dadurch 
25 gekennzeichnet, daB dem Trennaufbau (1) oder den Probenplatten eine regelmafiige 

Anordnung (Array) aus Hohlkorpem, Tips, oder Kapillaren zugeordnet ist, die zur 
Zufuhrung oder Entnahme von Proben geeignet sind, dadurch gekennzeichnet, dafi, 
z.B. durch einen AnschluB an eine Pneumatik, Volumina verschoben werden 
konnen, oder daB, vermitteh durch einen elektrischen Kontakt, elektrische 
30 Feldkrafte wirken konnen. 
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Verwendung des Verfahrens gemafi einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche 1 - 40, dadurch gekennzeichnet, dafi es zur Auftrennung und Analyse 
von biologischem Material eingesetzt wird. 
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Zusammenfassung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und Vorrichtung zum parallelen Auftrennen 
5 einer Vielzahl von Einzelproben (29) innerhalb eines 3-dimensionalen 
Separationsmediums (6), wobei die nachfolgenden Verfahrensschritte durchlaufen werden: 

In einem ersten Raum (2), der sich im wesentlichen uber alle drei Raumkoordinaten 
erstreckt, ist das Separationsmedium (6) enthalten. Eine Vielzahl von Einzelproben (29) 

10 wird in der Nahe einer Grenzflache des ersten Raumes (2) angeordnet, wobei die 
Einzelproben (29) im wesentlichen flachenmaBig angeordnet werden, d.h. ihre jeweiligen 
Schwerpunktpositionen werden durch zwei Koordinaten beschrieben, Unter dem EinfluB 
von einer oder mehreren physikalischen GroBen vermogen die Einzelproben (29) im 
wesentlichen senkrecht znr Flache ihrer Auftragung durch das Separationsmedium (6) zu 

15 migrieren, wobei sie entsprechend einer oder mehrerer ihrer Eigenschaften aufgetrennt 
werden. Als physikalische GroBen kommen zum Beispiel elektrische Krafte 
(Elektrophorese), Gravitation, Diffusion, Druck- und Konzentrationsgradienten sowie 
Osmose oder Zentrifugalkrafte in Betracht. Die Detektion der Einzelproben (29) erfolgt in 
ausgewShlten Bereichen (8) irmerhalb oder aufierhalb des Separationsmediums (6) 

20 wahrend ihrer Migration (Online-Detektion). Altemativ zur Online-Detektion kann eine 
3D-Datenaufiiahme nach Abschlufi der Migration erfolgen. Dazu karm ein entsprechendes 
3D-Bildavifiiahmeverfahren verwendet werden. Im einfachsten Fall wird das 
Separationsmedium (6) in Scheiben zerlegt, die dann durch ein 2D-Aufiiahmeverfahren 
ausgewertet werden. In diesem Fall sind die Fraktionen der Proben auch praparativ 

25 zuganglich. Erganzend oder altemativ zur Bildaufnahme karm ein Fraktionssammler an 
einer Grenzflache des Separationsmediums (6) angebracht werden. 
(Fig. 2) 
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(57) Abstract: The invention relates to a method and 
device for parallel separation of a plurality of individ- 
ual samples (29) in a 3 -dimensional separation medium 
(6). The inventive method comprises the following steps: 
the separation medium (6) is contained in a first space 
(2) extending substantially over all three spatial coordi- 
nates; a plurality of individual samples (29) is disposed 
in the vicinity of a boundary surface of the first space 
(2), whereby the individual samples (29) are disposed in 
such a way that they substantially constitute a surface i.e. 
the respective centres of gravity thereof are described by 
two coordinates; the individual samples (29) can migrate 
through the separation medium under the influence of 
one or several physical variables in a manner which is 
substantially perpendicular to the surface of application, 
whereby they are separated according to one or several 
properties thereof, said physical variables being, for ex- 
ample, electric forces (electrophoresis), gravitation, dif- 
fusion, pressure and concentration gradients and osmo- 
sis or centrifugal forces; the individual samples (29) are 
detected in selected areas (8) inside or outside the sep- 
aration medium (6) during the migration thereof (online 
detection), 3D data detection upon completion of migra- 
tion being an alternative to online detection, whereby a 
corresponding 3D image detection method can be used; 
in the simplest case, the separation medium (6) is decom- 
posed into segments which are evaluated by means of a 
2D detection method, whereby in this case the fractions 
of the samples are preparatively accessible; alternately or 
complementary to the image detection, a fiaction collector can be arranged on a boundary surface of the separation medium (6). 
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die Einzelproben (29) im wesentlichen fiachenmassig angeordnet werden, d.h. ihre jeweiligen Schwerpunktpositionen werden durch 
zwei Koordinaten beschrieben. Unter dem Einfluss von einer oder mehreren physikalischen Grossen vermSgen die Einzelproben 
(29) im wesentlichen senkrecht zur Flache ihrer Auftragung durch das Separationsmedium (6) zu migrieren, wobei sie entsprechend 
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(Elektrophorese), Gravitation, Diffusion, Druck- und Konzentrationsgradienten sowie Osmose oder Zentrifugal krafte in Betracht. 
Die Detektion der Einzelproben (29) erfolgt in ausgewahlten Bereichen (8) innerhalb oder ausserhalb des Separationsmediums (6) 
wahrend ihrer Migration (Online-Detektion). Altemativ zur Online-Detektion kann eine 3D-Datenaufnahme nach Abschluss der 
Migration erfolgen. Dazu kann ein entsprechendes 3D-Bildaufoahmeverfahren verwendet werden. Im einfachsten Fall wird das 
Separationsmedium (6) in Scheiben zerlegt, die dann dutch ein 2D-Aufhahmeverfahren ausgewertet werden. In diesem Fall sind die 
Fraktionen der Proben auch praparativ zuganglich. Erganzend oder altemativ zur Bildaufhahme kann ein Fraktionssammler an einer 
GrenzflSche des Separationsmediums (6) angebracht werden. 
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diese Verblndung fOr elnen Fatfonann nahellegend isi 
VeiWentllchung. die WlttgUed derselben Palentfamiiie Ist 
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intei^Pbnales Akteraalchen 
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C.(FortsetZimg) ALSWESENTLICH ANQESEHENE UNTERLAQEN 


Kategorte' 


Bezelchnung der Veronenfflchung, sowett eiforderilch unter Angabe der In Betrachl kommenden Tens E 


tetr. Anspiuch Nr. 


X 

A 


US 6 120 667 A (HAYASHIZAKI YOSHIHIDE ET 
AL) 19. September 2000 (2000-09-19) 

Spalte 6, Zelle 20 -Spalte 13, ZeUe 18 

US 5 622 819 A (HERMAN HEATH H) 
22. April 1997 (1997-04-22) 
Zusatnmenfassung; Abblldungen 12,13 

WO 00 73777 A (LI ALICE XIANG ;SEUL 
MICHAEL (DE); BIOARRAY SOLUTIONS LLC (US)) 
7. Dezeraber 2000 (2000-12-07) 
das ganze Dokuinent 

WO 01 43869 A (BIOMOSAIC SYSTEMS INC) 
21. Juni 2001 (2001-06-21) 
Zusammenfassung; Abblldung 1 


1,2.4.6. 
12, 

14-16, 
19,20, 
41,42, 
50,55, 
60-62, 
64-66,69 

41 

21-27, 
31,32, 
40,67,69 

1-69 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



""^^lafionales Aktenzelchen 
PCT/EP 03/02225 



Few I Bemerkungen zu den Anspruchen. die sich als nicht recherchlettar eiwiesen haben (Fbrtsetzung von Punkl 2 auf Blatt 1 



QemSB Artitel 17(2)a) wurde aus folgenden QrOnden fOr bestimmt© AnsprOche kein Becherchenberlchterstelll: 
1 . I Anspriiche Nr. 

— well 8ie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nIcht verpfllchtet 1st, ndmiich 



^' ^ wS'Ste^Scha'uf Telle der Intematlonalen Anmeldung bezlehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle intemationala Recherche nIcht durchgefOhrt werden kann, ndmllch 



3. AnsprQche Hr, .^.^ , ^ 

— well es sich dabei um abhSnglge AnsprQche handelt, die nlcht entsprechend Sate 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt slnd. 



Feld II Bemerkungen be! mangelnder Bnheitlichkelt der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die Internationale Recherchenbeharde hat festgeslellt, daB diese Intemattonale Anmeldung mehrere Erflndungen enthait 

slehe Zusatzblatt 



1 . I I Da der Anmelder atle erforderllchen zusatjdlchen RecherchengebQhren rechtzeltig entrlchtet hat, erstreckt sich dieser 
» — ' Internationale Recherchenberlcht auf alle recherchlerbaren AnsprOche. 



Da fOr alle recherchlerbaren AnsprOche die Recherche ohne einen ArbeltsaufWand durchgefOhrt werden konnte, der elne 
zusatzliche RecherchengebOhrgerechtfertigt hatte, hat die BehOrde nlc^t zur zahlung elner sdchen GebOhr aufgefbrdert 



3. I I Da der Anmelder nurelnlge der erforderllchen zusatzllchen RecherchengebQhren rechtzeltig entrlchtet hat. erstreckt sich dleaer 
' — ' Internationale Recheichenberteht nur auf die AnsprQche, f Qr die QebQhren entrlchtet worden sind, namllch auf die 
Ansp^che Nr. 



4. Der Anmelder hat die erforderllchen zusatzllchen RecherchengebQhren nlcht rechtzeltig entrlchtet. Der Internationale Recher- 
— chenberlcht beschrfinkt sich daher auf die In den AnsprOchen zuerst entfShnte Erfindung; dIese ist In folgenden AnsprQchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs Die zusatzllchen GebOhren wurden vom Anmelder unter WUerspmch gezahit 

I I Die Zahlung zusStzlIcher RecherchengebQhren erfblgte ohne Widerspruch. 




Internationales Aktenzelchen PCT/EP 03 /)2225 



WEITERE ANGABEN PCnSM 210 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese 
Internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erflndungen enthalt, 
namllch: 

1. Anspriiche: 1-69 

Verfahren und Vorrlchtungen zur Analyse von BlomolekQlen 



1.1. Anspruche: l-20,41-66(komp1ett) und 69(tenwe1se) 
Verfahren und Vorrlchtung zur parallel en Auftrennen 
e1ner Vielzahl von Elnzelproben 



1.2. Anspruche: 21-40, 67-68(koniplett) und 69(te11we1se) 
Verfahren und Vorrlchtung zur Verteilung von Parti keln 
In Oder auf einer Probeplatte. 



Die vorliegende Anmeldung 1st nicht einheltllch 1m 
Sinne der Regel 13,1 PCT well es besteht ke1n 
technlscher Zusammenhang 1m Sinne der Regel 13.2 PCT 
zwischen den Gegenstanden der unabhanglgen AnsprQche 
1, 21, 41, 67 und 69, der In einem Oder mehreren 
gl el Chen Oder entsprechenden besonderen technlschen 
Merkmalen zum Ausdruck komrat. 



Bitte zu beachten daB fur alle unter Punkt 1 aufgefuhrten Erflndungen, 
obwohl diese nicht unbedlngt durch ein gemelnsames erflnderlsches 
Konzept verbunden sind, ohne Mehr auf wand der eine zusatzllche 
Recherchengebuhr gerechtfertlgt hStte, eine vol! standi ge Recherche 
durchgefuhrt werden konnte. 
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